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1. UVOD

Jagoda (Fragaria x ananassa Duch.) je jedna od omiljenih voénih vrsta diljem svijeta zbog
svog okusa i bogatog nutritivnog sastava. Najc¢esce se konzumira svjeZa i uzgaja se u mnogim
zemljama diljem svijeta s razli¢itim klimatskim zonama, ali najviSe prevladava uzgoj u
umjerenom klimatskom pojasu (Fan i sur., 2021). Kvaliteta jagoda ovisi 0 mnogim
¢imbenicima, kao §to su sorta, mjesto uzgoja, okoli$ni uvjeti, uvjeti uzgoja, vrijeme berbe,
stupanj zrelosti te uvjeti rukovanja i skladiStenja nakon berbe (Hernandez-Martinez i sur.,
2023). Ujednacen oblik i masa ploda, uz boju i okus, najvazniji su ¢imbenici kvalitete jagoda i
prihvatljivosti ovog voéa kod potrosaca. Voce koje ne udovoljava trzisnom standardu se moze
definirati promjerom manjim od 18-22 mm (Capocasa i sur., 2017) ili minimalnom tezinom od
4-12 g (Menzel, 2021). Takvo voc¢e moze ¢initi do 17 % ukupnih prinosa kod nekih kultivara
(Salazar i sur., 2016). Medutim, ovi trzi$ni standardi vrijede samo za jagode namijenjene
potro$nji u svjezem stanju, tako da se mali plodovi jo§ uvijek mogu koristiti za preradu u
razli¢ite druge proizvode poput sokova ili Zeliranih proizvoda. Dobar su izvor mnogih
bioaktivnih tvari, poput vitamina, minerala, vlakana te polifenolnih spojeva. Takoder jagode su
poznate po svojim dobrobitima za ljudsko zdravlje zbog svog antikancerogenog, protuupalnog,

kardioprotektivnog, antimikrobnog te antioksidacijskog djelovanja (Newerli-Guz, 2023).

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj veli¢ine plodova jagode (Fragaria ananassa x
Duch.) na bioaktivni sastav i antioksidacijski potencijal u svjezim plodovima i preradenim u
3D ispisane funkcionalne proizvode. Provedeno je spektrofotometrijko odredivanje bioaktivnih
spojeva te su utvrdene koncentracije ukupnih fenola, flavonoida, flavonola, hidroksicimetnih
kiselina, polimernih proantocijanidina i monomernih antocijana. Pored toga, u svim ispitivanim

uzorcima odreden je i antioksidacijski potencijal pomo¢u DPPH i FRAP metode.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. JAGODA (FRAGARIA ANANASSA x DUCH.)

Jagoda (Fragaria ananassa x Duch.) je visegodiSnja zeljasta biljka koja pripada
porodici Rosaceae i rodu Fragaria. Najcesce je konzumirana kultura jagodastog voca u cijelom
svijetu i cijenjena je zbog svog jedinstvenog okusa i nutritivne vrijednosti. Predstavlja jednu od
najvaznijih prehrambenih biljaka u svijetu, s dvostruko ve¢om globalnom proizvodnjom u
usporedbi sa ostalim jagodastim vo¢em (Liston i sur., 2014). Prvenstveno se konzumira zbog
svog jedinstvenog okusa i arome, ali takoder ima razlicite benefite za ljudsko zdravlje (Newerli-
Guz, 2023; Miller i sur., 2019). Vrste roda Fragaria su poznate i konzumirane tisu¢ama godina,
pronalaze se diljem sjeverne hemisfere, kao i u nekim podrué¢jima Juzne Amerike. U povijesti
jagode su se konzumirale na pretkolumbijskim mjestima, u narodima Picunche i Mapuche
(Cile) u staroj Kini i drevnom Rimu (Fierascu i sur., 2020; Liston i sur., 2014).

Postoje mnogi hibridi i kultivari koji predstavljaju razne ploidije u rasponu od diploidnih
(2n=2x = 14) do dekaploidnih (2n = 10x = 70). Veéinu pripadnika roda Fragaria karakterizira
poliploidija i njihov uzgoj u umjerenim zonama svijeta. Osim toga, drugi ¢lanovi obitelji
Rosaceae (kao §to su jabuka, §ljiva, kruska i drugi) klimakterijske su prirode; medutim, jagoda
je neklimakterijska voéna vrsta buduéi da je sazrijevanje ploda gotovo neovisno o biosintezi
etilena (Azam i sur., 2019). Sve vrste roda Fragaria dijele neke zajedni¢ke karakteristike:
trajnice su niskog rasta, s obi¢no zimzelenim 1 trolisnim liS§¢em, oprasuju se kukcima, s bijelim
aktinomorfnim cvjetovima (obi¢no s 5 latica). Mnogi kultivari su trajnice koje se razlikuju u
svojim potrebama za fotoperiodom, $to dovodi do razli¢itih vremena berbe (Petran, 2016).
Suvremeni kultivirani plod jagode je oktoploidni hibrid (8n) u genetskom sastavu, koji sadrzi
56 kromosoma. Ovaj hibrid nastao je uspjeSnim krizanjem Ccileanske jagode (Fragaria
chiloensis) i sjevernoamericke jagode (Fragaria virginiana) 1780. godine u SAD-u (Azam i
sur., 2019). Medu 247 sorti koje su poznate, samo nekoliko predstavlja komercijalni interes:
Fragaria x ananassa Duchesne (oktoploidni hibrid, poznat kao vrtna jagoda, podrijetlom iz
sjeverne Amerike) i, u manjoj mjeri, Fragaria vesca L. (diploidna vrsta, poznata kao Sumska
jagoda, porijeklom sa sjeverne hemisfere) te Fragaria chiloensis (L.) Mill. (oktoploidna vrsta,
poznata kao Cileanska jagoda, porijeklom iz sjeverne, pacificke i juzne Amerike) (Fierascu i
sur., 2020; Liston i sur., 2014).

Sto se ti¢e uzgoja jagoda, Poljska ima najveéu povrsinu pod uzgojem jagoda; medutim,
zahvaljujuci tehnoloSkom napretku 1 prednostima klimatskih uvjeta, SAD 1 Kina su najveci

svjetski proizvodaci jagoda (Azam i sur., 2019). Njihova proizvodnja dosegla je 9,22 milijuna



tona u 2017. godini. Uz Kinu (40,3 % ukupne svjetske proizvodnje) i SAD (15,7 %) najveci
proizvodaéi jagoda su: Meksiko (7,14 %), Egipat (4,42 %), Turska (4,34 %), Spanjolska (3,9
%), Republika Koreja (2,28 %), Poljska, Ruska Federacija, Maroko, Japan, Njemacka, Velika
Britanija i Italija (izmedu 1 i 2 %) (FAO, 2017). Ova masovna proizvodnja neizbjezno dovodi
do velikih koli¢ina otpada koji se moze dalje iskoriStavati u viSe podrucja, ukljucujuci

medicinu, kozmetiku i prehrambenu industriju (Sato i sur., 2019).

2.2. FIZIKALNO-KEMIJSKI SASTAV JAGODE

Prema svom nutritivnom sastavu, koji ukljuuje znacajne koli¢ine ugljikohidrata,
vitamina, vlakana i minerala, jagode predstavljaju nutritivno i bioloski vrijednu sirovinu. U
plodovima jagoda nalaze se mono i disaharidi, ukljucujuéi glukozu i fruktozu koje prevladavaju
u odnosu na saharozu (Nour i sur., 2017). Jagoda je vazan izvor bioaktivnih spojeva zbog
visokih razina vitamina C, folata i polifenolnih spojeva (Newerli-Guz i sur., 2023; Afrin i sur.,
2016). Plodovi jagode su niskokalori¢ni (32 kcal/100 g) i sadrze zna¢ajnu koli¢inu vode (preko
80 %) (Newerli-Guz i sur., 2023). Prije svega, njezin sadrzaj dijetalnih vlakana i fruktoze moze
pridonijeti reguliranju razine Secera u krvi usporavanjem probave, a njezin sadrzaj vlakana

takoder pridonosi kontroli unosa kalorija (Giampieri i sur., 2012).

Veliko zanimanje za jagode se razvilo zbog izuzetno visokog sadrzaja vitamina C, §to
ih ¢ini vaznim izvorom ovog vitamina u ljudskoj prehrani (Newerli-Guz, 2023; Carr i Maggini,
2017). Vitamin C igra vaznu ulogu u mnogim metaboli¢kim funkcijama. Antioksidans je koji
Stiti tijelo od Stetnog djelovanja slobodnih radikala te Stiti imunoloski sustav, smanjuje tezinu
alergijskih reakcija i pomaze u borbi protiv infekcija (Carr i Maggini, 2017). lako u manjoj
mjeri, jagode su dobar izvor i nekoliko drugih vitamina, kao §to su tiamin, riboflavin, niacin,
vitamin B6, vitamin K, vitamin A i vitamin E. Jagode su takoder bogate manganom, tako da
porcija jagode (osam srednjih plodova, sto odgovara priblizno 144 g) moze osigurati vise od 20
% dnevnog odgovarajuc¢eg unosa 0vog minerala. Ista koli¢ina jagoda moze osigurati oko 5 %
odgovarajuceg unosa kalija i kvalificirana je kao dobar izvor joda, magnezija, bakra, Zeljeza i
fosfora (Giampieri i sur., 2012). Takoder, znacajan je i sadrzaj folata u jagodama, te su jagode
u usporedbi s ostalim voénim vrstama, jedan od najbogatijih prirodnih izvora ovog esencijalnog
mikronutrijenta; u rasponu od 20 do 25 mg/100 g svjeze mase (engl. Fresh Weight, FW). Prema
dostupnim podacima (Tulipani i sur., 2008), zanimljiv je unos folata konzumacijom jagoda. Na

primjer, 250 g jagoda (s 60 mg folata u prosjeku) moze osigurati 30 % dnevne preporucene



koli¢ine folata u Europi i SAD-u. Osim vrijednog nutritivnog sastava, jagode sadrze niz
nenutritivnih komponenata kao $to su polifenolne fitokemikalije (flavonoidi, fenolne kiseline,
lignani i tanini) (Newerli-Guz i sur., 2023; Afrin i sur., 2016; Tulipani i sur., 2008).
Aromatski profil jagode je veoma slozen jer obiluje mnogim hlapljivim spojevima.
Aroma znacajno pridonosi okusu, Sto izravno utjeCe na komercijalnu kvalitetu jagoda.
Karakteristi¢ni hlapljivi spojevi jagode sastoje se od furanona, poput 2,5-dimetil-4-hidroksi-
3(2H)-furanona i 4-metoksi-2,5-dimetil-3(2H)-furanona; estera, ukljucujuéi etil butanoat, etil
heksanoat, metil butanoat i metil heksanoat; sumpornih spojeva kao $to je metantiol, i
terpenoida ukljucujuci linalool i nerolidol (Abouelenein i sur., 2023; Yan i sur., 2018). Aroma
jagode predstavlja dobar primjer kompleksne voéne arome. Do danas je uoceno vise od 360
hlapljivin kemikalija u aromatskom profilu svjezih jagoda (Abouelenein i sur., 2023;
Schwieterman i sur., 2013). Vrste i koncentracije hlapljivih tvari u jagodama razlikuju se ovisno
o njihovoj sorti i zrelosti (Yan i sur., 2018). Medutim, esteri su najzastupljeniji hlapljivi spojevi
u jagodama, s ¢ak 131 razli¢itom sastavnicom, a koje ¢ine 25-90 % svih hlapljivih tvari jagoda.
Esteri su takoder glavni izvor voénih i cvjetnih mirisa u jagodama, a sadrzaj estera moze biti
osnova za klasifikaciju razli¢itih hlapljivih uzoraka (Abouelenein i sur., 2023; Yan i sur., 2018;
Dong i sur., 2013). lako furanoni, sumporni spojevi, terpenoidi i neki drugi spojevi pokazuju
znatno manje koli¢ine u usporedbi s esterima, ovi spojevi pokazuju znacajne u¢inke na hlapljive

tvari jagode.

2.3. BIOAKTIVNI POTENCIJAL JAGODE

Zbog svog kemijskog sastava jagode su bogat izvor bioaktivnih spojeva (engl. Bioactive
Compounds, BAC) uklju¢ujuci vitamine, minerale, vlakna te polifenolne spojeve koji mogu
modificirati metabolicke i fizioloske funkcije organizma (Newerli-Guz i sur., 2023). BAC
jagode pokazuju biolosku aktivnost u in vitro i in vivo studijama, $to ukazuje na mogucu
prevenciju nekoliko kroni¢nih degenerativnih stanja (Battino i sur., 2021; Miller i sur., 2019;
Forbes-Hernandez i sur., 2015). Fitokemikalije jagoda uglavnom se sastoje od razli¢itih skupina
polifenolnih spojeva koji imaju mnoge neesencijalne funkcije u biljkama i veliki bioloski
potencijal kod ljudi (Fierascu i sur., 2020). Glavnu skupinu polifenolnih spojeva (slika 1)
predstavljaju flavonoidi (uglavnom antocijani, s manjim doprinosom flavonola i flavanola),
zatim hidrolizirani tanini (elagitanini i galotanini) i fenolne kiseline (hidroksibenzojeve i
hidroksicimetne kiseline), s kondenziranim taninima (proantocijanidinima) u manjoj mjeri

(Fierascu i sur., 2020; Afrin i sur., 2016). Fenolni spojevi imaju snazno biolosko djelovanje



(slika 2) od antikancerogenog do protuupalnog, neuroprotektivnog te antioksidacijskog

djelovanja (Afrin i sur., 2016; Giampieri i sur., 2012).
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Slika 1. Kemijska struktura glavnih polifenola jagode (prema Afrin i sur., 2016)

Najzastupljeniji polifenolni spojevi u jagodama su antocijani (Newerli-Guz i sur., 2023;
Urlin i sur., 2021; Fierascu i sur., 2020). Odgovorni su za plavu, ljubi¢astu i crvenu boju mnogih
biljnih tkiva (Smeriglio i sur., 2016). U kozici jagode crvena boja je posljedica biosinteze i
nakupljanja antocijana (Amini i sur., 2017). U razli¢itim sortama jagoda, viSe je od 25 razli¢itih
antocijanskih pigmenata, od kojih je glavni pelargonidin-3-glukozid koji ima protuupalni
ucinak, dok su u manjoj mjeri zastupljeni cijanidin-3-glukozid i pelargonidin-3-rutinozid
(Sirijan i sur., 2020; Duarte i sur., 2018; Nour i sur., 2017). Mnoge studije su odredile ukupni
sadrZaj antocijana, izvjeStavajuéi o vrijednostima u rasponu od 150 do 600 mg/kg FW (Sirijan

i sur., 2020; Afrin i sur., 2016; Giampieri i sur., 2012).
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Slika 2. Zdravstveni u¢inci jagoda u klinickim studijama (prema Afrin i sur., 2016)

U jagodama su prisutni i elagitanini (ET) koji predstavljaju razli¢ite kombinacije galne
kiseline i heksahidroksidifenske kiseline s glukozom, sa §irokim rasponom struktura kao $to su
monomeri (tj. glikozidi elaginske kiseline (EA)), oligomeri (tj. sanguiin H-6, najtipi¢niji ET u
jagoda) i kompleksni polimeri. Zajedno s galotaninima nazivaju se hidroliziranim taninima, a
nakon hidrolize otpustaju elaginsku kiselinu, iako se mogu proizvesti i drugi metaboliti koji su
karakteristi¢ni za pojedinacne ET (tj. galaginska kiselina) (Enomoto, 2021; Giampieri i sur.,
2012). ET imaju antikancerogena, antimutagena, antidijabeticka, antibakterijska i
antimikoti¢na svojstva (Sharifi-Rad i sur., 2022; Enomoto, 2021). Dnevna porcija jagoda koja
sadrzi oko 250 g osigurava unos od 39-167 mg ET, ovisno o kultivaru (Gasperotti i sur., 2015).
U studiji Koponena i sur. (2007), 33 namirnice koje se ¢esto konzumiraju u Finskoj analizirane
su na sadrzaj ET. Elagitaninski spojevi detektirani su samo u plodovima iz obitelji Rosaceae
(nordijska kupina, malina, $ipak, krkavina i jagoda), u rasponu od 21,7 do 83,2 mg/100 g (FW),
dok su slobodni derivati EA odredeni u rasponu od 0,7 do 4,3 mg/100 g (FW). Druge studije su
izvijestile o sadrzaju ET u jagodama od 25 do 59 mg/100 g u svjezim uzorcima (Aaby 1 sur.,
2007; Skupien i Oszmianski, 2004).

Jagode takoder posjeduju manji sadrzaj drugih fenolnih spojeva, kao $to su flavonoli (tj.
kaempferol-3-malonilglukozid i kvercetin) i fenolne kiseline (tj. hidroksibenzojeve kiseline i
derivati kafeinske kiseline) (Giampieri i sur., 2014; Giampieri i sur., 2012). Sadrzaj i sastav

flavonola predmet je brojnih istrazivanja, a ovi spojevi identificirani su kao derivati kvercetina

6



i kampferola, a najzastupljeniji su derivati kvercetina. Acilirani flavonoli kao $to su kvercetin i
kaempferol-3-malonilglukozid i kaempferol-kumaroilglukozid takoder su pronadeni u nekim
kultivarima jagoda (Alvarez-Suarez i sur., 2014; Aaby i sur., 2007). Flavanoli su jedini spojevi
flavonoida koji se prirodno ne pojavljuje kao glikozidi. U jagodama se nalaze u monomernim
(katehini) i polimernim oblicima koji se nazivaju kondenzirani tanini ili procijanidini. lako nisu
u velikoj mjeri zastupljeni, procijanidini se ¢esto nalaze u mezokarpu i sjemenkama jagode.
Zbog razlicitih fizioloskih aktivnosti posjeduju antioksidacijska, antimikrobna, antialergijska i
antihipertenzivna svojstva te inhibiraju aktivnost nekih fizioloskih enzima i receptora (Dasiman
i sur., 2022; Giampieri i sur., 2012). Zahvaljujuéi prisutnosti flavonoida, jagode smanjuju
stupanj oksidacije LDL kolesterola (Newerli-Guz i sur., 2023). Jagode takoder sadrze niz
fenolnih kiselina koje su zastupljene kao derivati hidroksicimetnih i hidroksibenzojevih kiselina
(tj. galne kiseline) (Newerli-Guz i sur., 2023; Fierascu i sur., 2020; Giampieri i sur., 2012).

2.4. ANTIOKSIDACIJSKA SVOJSTVA JAGODE

Glavni spojevi pronadeni u vrstama roda Fragaria (antocijani i neantocijaninski fenolni
spojevi) poznati su po svojim antioksidacijskim svojstvima (Braga i sur., 2018; Fierascu i sur.,
2018). Pineli i sur. (2011) su proveli studiju na dvije sorte Fragaria * ananassa Duch.
'‘Osogrande’ i ‘Camino Real’, u vezi s korelacijom izmedu bioaktivnog sastava i antioksidacijske
aktivnosti (utvrdene pomo¢u DPPH i FRAP testa) u acetonskim ekstrakatima dobivenim iz
plodova voca razlicitih faza zrelosti (1/2 zrelosti ili zelene, 3/4 zrelosti ili ruzicaste i potpuno
zrele ili crvene). Iako su, kao §to se i ocekivalo, razine antocijana bile vise u crvenom
mezokarpu koje je potpuno zrelo, najveca antioksidacijska aktivnost, za oba kultivara i oba
testa, odredena je u plodovima nizeg stupnja zrelosti. Jedinu iznimku predstavljaju rezultati
DPPH testa za sortu 'Osogrande’ (za koju su najbolji rezultati dobiveni za plodove pune
zrelosti); medutim, razlike izmedu rezultata DPPH testa za kultivar u tri faze sazrijevanja nisu
bile statisticki znacajne. Razlike izmedu rezultata mogu se objasniti razli¢itim mehanizmima
testova (Fierascu i sur., 2018). Medutim uocena je mnogo bolja korelacija izmedu ukupnog
sadrzaja polifenola i vitamina C. Sorta 'Osogrande’ pokazuje znacajnija antioksidacijska
SVojstva (povezana s viSim razinama ukupnog sadrzaja fenolne i elaginske kiseline, posebno u
ruzi¢astim i crvenim plodovima). Zbog razli¢ite polarnosti polifenolnih spojeva zakljuceno je
kako je etanol, izmedu ostalih, otapalo s najve¢im prinosom ispitivanih komponenti i da su,
medu dijelovima biljke, najbolji rezultati (predstavljeni kao Trolox ekvivalenti - TE po gramu

ili ekstraktu i po 100 g svjeze tezine biljke - FW) dobiveni za ekstrakte cvijeca (1460,1 uMol
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TE/g ekstrakta), odnosno za boéne ogranke (krunu) (6212,3 uMol TE/100g FW). Lis¢e stolona
takoder je pokazalo vrlo dobro antioksidacijsko djelovanje. Pojedina¢ne spojeve (ukljucujuéi
polifenolne glikozide, flavonske glukuronide i lignanske glikozide) izolirali su Yang i sur.
(2016) iz plodova Fragaria x ananassa Duch. 'Falandi’ i testirali su antioksidacijska svojstva.
Najbolji rezultati dobiveni su za flavon glukuronide (u ABTS i DPPH testovima), odnosno za
lignan glikozide (u FRAP testu). Uzimajuci u obzir rezultate dobivene za pozitivnu kontrolu
koristenu u antioksidacijskim testovima (askorbinska Kiselina), autori su sugerirali kako
ispitivani polifenolni spojevi imaju vaznu ulogu u ukupnim antioksidacijskim svojstvima biljke.
Suprotno drugim studijama, Chaves i sur. (2017) su pokazali korelaciju izmedu ukupnog
sadrZaja antocijana i antioksidacijskog potencijala plodova jagoda, u studiji na sedam kultivara.
Iz provedenog istrazivanja zakljuceno je kako je antioksidacijski potencijal biljaka povezan s
ukupnim antocijanima, a ne s ukupnim sadrzajem fenola. Nowicka i sur. (2019) su objavili
studiju o varijacijama u sastavu i antioksidacijskim svojstvima 90 kultivara Fragaria x
ananassa Duch. tijekom dvije godine proizvodnje. Rezultati su otkrili ne samo da se za neke
kultivare moze smatrati da imaju superiorna antioksidacijska svojstva (‘Roxana’, 'Gigaline’,
'Selvik', 'Eratina’, 'Siria’, 'Dagol' i druge), vec i, s obzirom na fitokemijski profil, da su glavni
spojevi odgovorni za djelovanje tanini, posebice elagitanini i procijanidini.

Zbog sve veée potraznje, jagode se Cesto komercijaliziraju kao preradeni proizvodi.
U¢inak suSenja voca na antioksidacijski potencijal Fragaria * ananassa Duch. 'Diamante’
predstavili su Méndez-Lagunas i sur. (2017). Antioksidacijska analiza provedena na susenom
vocu (DPPH testom) potvrdila je 74,7 % gubitka antioksidacijske aktivnosti tijekom termicke
obrade na 50 °C, dok je obrada na 60 °C dovela do 66,2 % gubitka aktivnosti. Rezultati su
pokazali da, osim temperature, vrijeme toplinske obrade ima jaci u¢inak na antioksidacijsku
aktivnost (jer su na viSoj temperaturi potrebna kraca razdoblja temperaturnog izlaganja). Sli¢no,
nekoliko istrazivanja je provedeno u vezi s promjenama antioksidacijske aktivnosti (odredene
koridtenjem ORAC i DPPH testova) tijekom razli¢itih faza proizvodnje pirea (Alvarez-
Fernandez i sur., 2014). Iako je zabiljeZeno blago smanjenje antioksidacijskih svojstava
(statisticki znacajno samo za korak pasterizacije), autori preporucuju pire od jagoda kao odli¢an
izvor antioksidansa. Antioksidacijski potencijal jagoda mogao bi brzo pronaéi industrijsku
primjenu, kao $to je bio slucaj s drugim antioksidansima biljnog podrijetla (Kebede i Admassu,
2019; Lourenco i sur., 2019) u, na primjer, mesnoj industriji, kao §to su nedavno istrazili
Lorenzo i sur. (2018), za produljenje roka trajanja razli¢itih proizvoda (kao $to su kobasice ili
svinjske polpete). Moze se primijetiti da vecina autora pripisuje antioksidacijski potencijal

ukupnom sadrzaju polifenola, a posebno nekim klasama spojeva, kao $to su antocijani, flavan-



3-oli ili tanini. Uzimajuci u obzir pojedinacne vrste, plodovi jagode pokazali su antioksidacijska
svojstva u DPPH testu izmedu 76,73 - 100 mg/mL (ICso) za razliCite sorte (najbolji rezultati
dobiveni su za kultivar 'Camarosa’) (Chaves i sur., 2017) ili izmedu 300 i 1300 uM TE/100 g
FW, kod vecih istrazivanja (obuhvaca 90 kultivara) (Nowicka i sur., 2019). Takoder, s obzirom
na razlike izmedu antioksidacijskog potencijala razlic¢itih dijelova biljke, za metanolne
ekstrakte F. chiloensis najbolja aktivnost je bila primijecena kod plodova, dok je za etanolne
ekstrakte najveca vrijednost primije¢ena u bo¢nim ograncima (kruni) (6213,3 pMol trolox
Equivalent/ 100 g FW). Fragaria vesca uglavnom je procijenjena u smislu antioksidacijske
aktivnosti liS¢a, korijena ili vegetativnih dijelova, s antioksidacijskim potencijalom u rasponu
od 13,46 mg/L do priblizno 140 mg/L (ICso), Sto uvelike ovisi o izvoru biljnog materijala i

primijenjenoj tehnici ekstrakcije (Dias i sur., 2015; Zugic i sur., 2014).

2.5. NEKI OD CIMBENIKA UTJECAJA NA KVALITETU JAGODE

Sastav polifenola u jagodama varira tijekom njihovog rasta i faza sazrijevanja, a u veéini
slu¢ajeva pulpa nezrelog vocéa sadrzi vise polifenolnih spojeva i ima veci antioksidacijski
kapacitet od pulpe zrelog voc¢a (Lyu i sur., 2023; Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022). Profil
antocijana takoder se mijenja tijekom sazrijevanja, ali sa suprotnom tendencijom. Zapravo, u
svim kultivarima antocijani se akumuliraju u crvenoj fazi, podudarajuéi se s crveno obojenim
plodovima, dok se male koli¢ine nalaze u ruzicastim plodovima, a nimalo u zelenim plodovima
(Tulipani i sur., 2011; Kosar i sur., 2004). Antioksidacijski kapacitet varira tijekom razdoblja
zrenja (engl. Total Antioxidant Capacity, TAC) te se postupno smanjuje tijekom zrelosti i to
smanjenje je strogo povezano sa smanjenjem sadrzaja tanina, dok se polarni nefenolni
antioksidansi, poput vitamina C, tek neznatno povecavaju nakon sazrijevanja (Tulipani i sur.,
2011; Olsson i sur., 2004). Stovise, genetska pozadina i uvjeti okolisa igraju vaznu ulogu u
karakteristikama jagode, jer sadrzaj mikronutrijenata i fitokemikalija moZe uvelike varirati od
sorte do sorte i ovisi 0 uzgojnoj praksi (Kriiger i sur., 2021; Uriin i sur., 2021; Giampieri i sur.,
2012). Konkretno, sadrzaj flavonoida je zna¢ajno visi u vocu nakon skladiStenja $to bi se moglo
pripisati fenolnom metabolizmu voc¢a nakon berbe (Tulipani i sur., 2010; Ayala-Zavala i sur.,
2004). Skladistenje pozitivno utjeCe na antioksidacijski kapacitet jagoda jer slozene reakcije
koje se odvijaju unutar njih tijekom razdoblja nakon berbe mogu olaksati stvaranje spojeva s
poveéanim antioksidacijskim kapacitetom, ¢ak i kada su svojstva voc¢a kao $to su okus i miris

ve¢ znatno pogorsana (Piljac-Zegarac i Samec, 2011).



Opcenito, TAC raste tijekom skladistenja (Tulipani i sur., 2010) ili ostaje stabilan
(Piljac-Zegarac i Samec, 2011; Kevers i sur., 2007), a dulje vrijeme izloZenosti i visa
temperatura skladistenja povecavaju antioksidacijski kapacitet (Jin i sur., 2011; Ayala-Zavala i
sur., 2004). Iako se jagode obi¢no konzumiraju kao svjeZze voce, na trziStu su dostupni mnogi
preradeni proizvodi poput sokova, nektara, pirea, dzema i zelea. Dokazano je da prerada voca
utjece na antioksidacijske spojeve. Opcenito, studije su pokazale kako je ukupni sadrzaj fenola
(engl. Total Phenolic Compounds, TPC) i ukupnih antocijana (engl. Total Anthocyanins, TA)
smanjen u usporedbi sa svjezim vocem, a stupanj smanjenja je usko povezan s vremenom
proizvodnje i koracima obrade, kao $to je toplinska obrada (Bursa¢ Kovacevi¢ i sur., 2009;
Hartmann i sur., 2008; Klopotek i sur., 2005). Ovi kriteriji mogu biti korisni za prehrambenu
industriju kako bi se izbjegle faze prerade i obrade proizvoda koji uvelike smanjuju kvalitetu

izvornog voca.

2.5.1. Sortiment

Medu antocijanima prisutnim u plodovima jagode, pelargonidin-3-O-glukozid
predstavlja vise od 80 % ukupnog sadrZaja antocijana. Medutim, zabiljezena je i znacajna
varijacija u sadrzaju antocijana medu razli¢itim kultivarima (Aaby i sur., 2012; Buendia i sur.,
2010; Skupien i Oszmianski, 2004). Chaves i suradnici (2017) procijenili su kemijski profil
antocijana i fenolnih spojeva sedam razliitih kultivara jagoda. Ukupni sadrzaj polifenola
odreden je Folin-Ciocalteu (Singleton i sur., 1999) i Fast Blue BB (Medina, 2011 a,b)
testovima. Ukupan sadrzaj polifenola izmjeren Folin-Ciocalteu testom bio je jednak ili visi od
onog izmjerenog Fast Blue BB testom, $to se moze objasniti nespecifiénom kvantifikacijom
Folin-Ciocalteu testa, na koju mogu utjecati nefenolni spojevi (Medina, 2011 a,b). Utvrdene su
znacajne razlike (p > 0,05) kod kultivara jagoda za TPC odredivanog pomocu Folin-Ciocalteu
i Fast Blue BB testova. Medu analiziranim plodovima jagode 'Monte Rey' je pokazao najvisi
TPC u obje metode. Takoder, istrazivanje nije otkrilo nikakve razlike izmedu TPC-a pomoc¢u
ova dva testa, osim za sorte jagoda 'Albion’, 'Monte Rey' i 'San Andreas’, koje su pokazale vece
TPC-ove Folin-Ciocalteu testom (Chaves i sur., 2017). Ova se razlika moze objasniti utjecajem
razdoblja berbe i klimatskih uvjeta, kao Sto je naznaeno u brojnim citiranim studijama
(Harakotr i sur., 2014; Voca i sur., 2014; Hernanz i sur., 2007). Ukupni sadrzaj antocijana je
mjeren pH diferencijalnom i tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High
Performance Ligiud Chromatography, HPLC). pH diferencijalna metoda je glavna metoda

spektrofotometrijskog odredivanja monomernih antocijana jer je brza i uéinkovita (Lee i sur.,
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2008; Giusti i Wrolstad, 2001). Ova je metoda pokazala Siroku varijaciju u sadrzaju ukupnih
monomernih antocijana u plodovima jagoda, §to je vjerojatno djelomi¢no povezano s genetskim
karakteristikama kultivara (Chaves i sur., 2017). Kao $to je prikazano na slici 3 ovisno o
karakteristikama pojedine sorte i genetskom sastavu, dobiva se plod razli¢itih morfoloSkih
karakteristika. Ukupni sadrzaj antocijana mjeren pH diferencijalnom metodom izdvojio je
'‘Camarosu’ kao kultivar s najve¢im sadrzajem monomernih antocijana, dok su 'Portola’ i
‘Camino Real' bili kultivari koji su pokazali najnizu vrijednost. Uz to '‘Camarosa’ je takoder
imala najveci sadrzaj antocijana odreden pomoc¢u HPLC analize (Chaves i sur., 2017). Ukupan
sadrzaj antocijana bio je ve¢i u odredivanju HPLC metodom, nego uz pH diferencijalnu
metodu, $to se moze objasniti nizom osjetljivos¢u spektrofotometrijskog testa u usporedbi s
kromatografskom analizom. Kapacitet hvatanja radikala DPPH (ECsp) pokazao je slabu
korelaciju s TPC (r= —0,48), ali jaku korelaciju s TAC (r = —0,93), $to ukazuje na to kako se
antioksidacijski potencijal kultivara jagoda moze pripisati uglavnom njihovom ukupnom
sadrzaju antocijana (Chaves i sur., 2017). Rezultati pokazuju varijabilnost kemijskog sastava u
ovisnosti o kultivaru jagoda. Poznavanje ove varijabilnosti moze biti korisno za odabir kultivara
bogatih bioaktivnim spojevima, ili ¢ak u usmjeravanju oplemenjivanja biljaka, poticuci razvoj

novih kultivara s kvalitetnijim plodovima.

o0e9900e

Slika 3. Podjela plodova jagoda prema morfoloskim karakteristikama na oblike: A) spljosten;
B) kuglasti; C) kuglasti konus; D) stozasti; E) dugi stozac; F) s vratom; G) dugi klin i H) kratki
klin (prema Azam i sur., 2019)
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2.5.2. Skladistenje

Skladistenje nakon berbe moze utjecati na razinu antocijana, polifenolnih spojeva i
antioksidacijski kapacitet u voc¢u i povréu. Plodovi jagode nakon berbe su vrlo kratkog roka
trajanja, uglavnom zbog relativno visokog sadrzaja vode i visoke metabolicke aktivnosti. Stoga
bi se jagode trebale konzumirati dan ili dva nakon berbe buduc¢i da se smanjenje bioaktivnih
spojeva poput folata, askorbinske kiseline i antocijana dogada Cak i nakon jednog dana
skladiStenja u hladnjaku (Octavia i Choo, 2017). Ayala-Zavala i sur. (2004) su proveli
istrazivanje kako bi se istrazili ucinci razli¢itih temperatura na ukupne polifenole, ukupne
antocijane i antioksidacijski kapacitet, kao i na glavne sastojke arome i kvalitetu plodova jagoda
tijekom skladiStenja nakon berbe. Na ukupni sadrzaj antocijana znacajno su utjecali temperatura
i vrijeme skladistenja. Sadrzaj antocijana se smanjio u plodu jagode ¢uvanom na 0 °C i 5 °C
tijekom prvih 5 dana. U meduvremenu, sadrzaj antocijana u vocu skladiStenom na 10 °C
postupno se povecavao tijekom razdoblja skladiStenja i dostigao svoje najvece vrijednosti pred
kraj razdoblja skladistenja. Ukupni fenolni spojevi stalno su se povecavali u bobicama
pohranjenim na 10 °C i 5 °C. Medutim, plodovi jagoda skladiSteni na 0 °C zadrzali su
konstantnu vrijednost ukupnih fenolnih spojeva tijekom perioda skladistenja. Na proizvodnju
aromatskih spojeva znatno su utjecali vrijeme skladiStenja i temperatura. Opcenito, jagode
pohranjene na 10 °C ili 5 °C proizvele su viSe razine hlapljivih tvari od onih pohranjenih na 0
°C. Zaklju¢no, jagode pohranjene na 0 °C zadrzale su prihvatljivu ukupnu kvalitetu tijekom
skladiStenja od dva tjedna, medutim, voce pohranjeno na temperaturama visim od 0 °C
pokazalo je ve¢i sadrzaj aromati¢nih spojeva. lako je ukupna kvaliteta bila bolje odrzavana na
0 °C, visa temperatura skladistenja od 10 °C pozitivno je poboljsala antioksidacijski kapacitet
I proizvodnju aromatskih spojeva.

Tehnologije pakiranja su vazne kako bi se ispunili zahtjevi produljenog roka trajanja i
kako bi se smanjio dodatak aditiva. Jagode su vrlo metabolicki aktivne i mogu propasti u
relativno kratkom vremenu, ¢ak i bez prisutnosti patogena koji uzrokuju truljenje (DeEll, 2006).
Hladenje je najcesci i dobro koriSten nac¢in odgadanja sazrijevanja i kvarljivosti plodova (Zhao
i sur, 2019; Peng i Sutton, 1991). Hladenje popra¢eno modificiranom atmosferom tijekom
transporta ili skladistenja (Peng i Sutton, 1991) takoder pokazuje dobre rezultate. Pakiranje u
modificiranoj atmosferi (engl. Modified atmosphere packaging, MAP) se koristi kako bi se
sprijecilo narusavanje teksture i usporila respiracija svjezih plodova jagoda (Zhao i sur., 2019)
odrzavajuci razine uglji¢nog dioksida izmedu 10 i 30 %, dok razina od 30 % moze uzrokovati

neprijatan okus (Peng i Sutton, 1991). Istrazivanjem koji su proveli Ozkaya i sur. (2009)
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ustanovljeno je kako modificirana atmosfera nije utjecala na topljivu suhu tvar (engl. Soluble
Solid Content, SSC), kiselost, pH, ¢vrsto¢u, boju, te sadrzaj fruktoze i saharoze nakon
skladistenja jagoda pri 0 °C. U MAP skladiStenom voéu povecao se samo sadrzaj glukoze.
Kvaliteta plodova se promijenila nakon jednog dana na 20 °C: SSC, ¢vrstoca i sadrzaj glukoze
su se smanjili, jagode su promijenile boju; ali nisu zabiljeZene razlike izmedu pakiranja u dvije
atmosfere pri ovim parametrima. MAP je dobro utjecao na jagode nakon skladiStenja,
omogucivsi znacajno smanjenje gubitka mase plodova i smanjenje propadanja jagoda i nakon
jednog dana drzanja plodova na 20 °C. Vrijeme skladiStenja utjecalo je na kvalitetu jagoda jer
je povecanje ovog parametra rezultiralo smanjenjem SSC-a, Kiselosti, razine sadrzaja glukoze
i saharoze, dok se sadrzaj fruktoze povecao. Rezultati su pokazali da MAP moze biti koristan

za smanjenje gubitka mase i sprjecavanje truljenja.

Jestivi premazi mogu pruZiti alternativu za produljenje vijeka trajanja svjeZeg voca
nakon berbe. Jestivi premazi izradeni su od prirodnih spojeva, koji su biorazgradivi i jestivi,
kako bi zadovoljili brigu o okoliSu i odgovorili na potraznju potrosaca (Chettri i sur., 2023; Yan
i sur., 2019). Mnogi bioloski materijali ukljuujuci polisaharide, proteine, lipide i njihove
derivate Kkoriste se za pripremu jestivin premaza (Yaashikaa i sur., 2023; Salehi, 2020).
Karboksimetil celuloza (engl. Carboxymethyl cellulose, CMC) nasiroko se koristi u svjezim
proizvodima zbog svoje netoksi¢nosti, biokompatibilnosti, biorazgradivosti, hidrofilnosti i
dobre sposobnosti stvaranja filma. CMC premaz takoder pomaze u odrzavanju visih razina
ukupnih polifenola i ukupnih antocijana u jagodama u usporedbi s netretiranim uzorcima (Gol
i sur., 2013). Hitozan je prirodni polisaharid dobiven deacetilacijom hitina iz ljustura rakova
(Mouraisur.,2011). Potencijalno je koristen i kao jestivi premaz i kao aktivni omot zbog svojih
netoksi¢nih i antimikrobnih svojstava (Zhang i sur., 2021). Zabiljezeno je da su jestivi premazi
na bazi hitozana produZili rok trajanja jagoda i odrZali nutritivnu kvalitetu jagoda u usporedbi
s neoblozenom kontrolom (Duran i sur., 2016; Han i sur., 2004.). Jestivi premaz znacajno
sprjecava gubitak tezine 1 propadanje, a takoder zadrZzava malu koli¢inu vo¢nog Secera, odrzava
¢vrstocu jagoda, poboljSava njihovu kvalitetu i svojstva skladiStenja zato Sto ovaj premaz

usporava metabolizam odrzavajuci rok trajanja (Yan i sur., 2019).
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2.5.3. Prerada

Kako svjeze jagode nisu dostupne na trzistu tijekom cijele godine te zbog njihove
dobrobiti za ljudsko zdravlje, potrosa¢i pribjegavaju konzumaciji jagoda kroz razliite
preradene proizvode kao $to su dZemovi ili sokovi. Tako su Levaj i sur. (2012) proveli
istrazivanje kako bi utvrdili mogu li dZemovi predstavljati dobar izvor bioaktivnih spojeva.
Preradom u dZem od jagode mijenja se sadrzaj vaznih bioaktivnih spojeva prisutnih u po¢etnom
plodu jagode. Rezultati su pokazali da je prerada u dzem utjecala na gubitke flavonoida za 14-
66 %. Tijekom prerade voca u dzemove sadrzaj ukupnih fenola se smanjio u svim uzorcima
dZema za 37 - 70 %. Utvrdene su znacajne razlike u koli¢ini antocijana medu razli¢itim vrstama
jagoda. Prerada jagoda u dzem zahtijeva tretmane na visokim temperaturama koji mogu
promijeniti i o$tetiti boju gotovog proizvoda (Martinsen i sur., 2020). Receptura pekmeza,
postupci obrade, vrsta staklenke, uvjeti skladiStenja i rok trajanja vazni su ¢imbenici za kvalitetu
dZema. Dobiveni rezultati pokazuju da se kultivari s viSim udjelom antocijana brze razgraduju
tijekom prerade. U usporedbi sa svjezim plodom jagode, dZzemovi takoder predstavljaju
zamjetan izvor antioksidacijskih spojeva. Dakle, postupak prerade je imao veéi utjecaj na
smanjenje svih bioaktivnih spojeva, dok nije imao izraZeniji utjecaj na smanjenje

antioksidacijskog kapaciteta (Levaj i sur., 2012).

Sto se ti¢e prerade jagoda u sokove, utvrdeno je da je nusproizvod jagode koji ostaje
nakon prerade voca u sok izvrstan izvor bioaktivnih spojeva sa snaznim antioksidacijskim
potencijalom (Bebek Markovinovi¢ i sur., 2022; Villamil-Galindo i sur., 2021). Preradom ploda
jagode u sok dolazi do znacajnog gubitka fenolnih spojeva (Salazar-Orbea i sur., 2023). Veéina
fenolnih spojeva, ukljucujuci antocijane, bolje je ocuvana u nusproizvodu nego u soku (Bebek
Markovinovi¢ i sur., 2022; Hartmann i sur., 2008; Aaby i sur., 2005). Najvec¢i udio svih BAC
utvrden je u nusproizvodima jagode, a najmanji u voénim sokovima $to ukazuje na veliku
vaznost koristenja nusproizvoda jagode u proizvodnji hrane. Sto se ti¢e senzorske analize,
svjeze voce se nije razlikovalo od odgovarajucih sokova ni po jednom ispitivanom senzorskom
parametru, Sto potvrduje da senzorna percepcija nije bila narusena tijekom prerade svjezeg voca

u sok (Bebek Markovinovic i sur., 2022).
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2.5.4. Utjecaj veli¢ine ili mase plodova na kvalitetu

Ujednacena veli¢ina ploda, kao i sastav, ¢cimbenici su koji utjecu na kvalitetu ploda i
prihvatljivost vo¢a kod potrosaca (Simkova i sur., 2023). Veli¢ina ploda povezana je s
veli¢inom cvjetova i na nju utje¢u temperaturni uvjeti (Menzel, 2021). Cak i unutar istog
kultivara, veli¢ina moZe varirati ako se uzgaja na razli¢itim lokacijama (Kriiger i sur., 2012).
Na temelju prethodnih studija (Wang i sur., 2021; Enomoto i sur., 2018), distribucija antocijana
I Secera je neravnomjerna u jagodama. Dok su antocijani prisutniji u kori, Secera ima vise u
unutarnjem dijelu ploda. Budu¢i da omjer kozice 1 mesa moze biti razli¢it ovisno o veli¢ini
jagode, to moze uzrokovati razliku u ukupnom sastavu i posljedicno utjecati na organolepticku
i nutritivnu kvalitetu ploda. Simkova i sur. (2023) su proucavali dvije razli¢ite sorte (‘Lycia’ i
‘Clery’) s razli¢itim karakteristicnim oblicima, a za svaku su definirane tri kategorije veli¢ine.
Razlike su pokazale da su velike jagode imale ve¢i udio askorbinske kiseline 1 Secera, dok su
mali plodovi imali ve¢i udio antocijana. S druge strane, veli¢ina nije znacajno utjecala na
fizikalne parametre i aktivnost enzima odgovornih za enzimatsko posmedivanje. Mali plodovi
obi¢no se oznacavaju kao netrzi$ni za svjezu potrosnju, ali se jos uvijek mogu koristiti za daljnju
preradu, a rezultati su pokazali da mali plodovi ipak trebaju dati Zeljenu boju buduéi da su
antocijani prisutni u velikim koli¢inama. Dakle, mali plodovi mogu posluziti kao dobar izvor
antioksidansa zbog visokog udjela antocijana te mogu biti pogodni za daljnju preradu zbog
nizeg udjela askorbinske kiseline i ve¢eg udjela antocijana. Sto se ti¢e nutritivne vrijednosti,
nedostatak bi mogao biti nizi udio askorbinske kiseline, no visok udio askorbinske kiseline
moze imati negativan ucinak na postojanost boje kod pirea od jagoda. Osim toga, na temelju
rezultata, ne bi trebala postojati nikakva razlika u stabilnosti boje zbog slicne enzimske
aktivnosti. lako je udio Secera ve¢i u velikim plodovima, razlike u omjeru Secer/kiselina u ve¢ini
sluajeva nisu toliko znacajne, §to pokazuje da bi mali plod ipak trebao dati slican okus

krupnijem plodu (Simkova i sur., 2023).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Cilj eksperimentalnog rada bio je analizirati utjecaj veli¢ine plodova jagode (Fragaria

ananassa x Duch.) na bioaktivni sastav i antioksidacijski potencijal. U eksperimentu su

koriStene jagode sorte Albion i to u 3 razli¢ite veli¢ine plodova (do 15 g, 15-30 g i iznad 30 g)

(tablica 1). Jagode su dobavljene od tvrtke Jagodar-HB d.o.o. iz Donje Lomnice u Zagrebackoj

Zupaniji. Prije same upotrebe, jagode su oprane i uklonjene su im peteljke. Potom su usitnjene

Stapnim mikserom kako bi se dobile homogene kase s ujednacenim veli¢inama ¢estica. Kase su

potom koristene za pripremu ekstrakata iz svjezih plodova. Takoder, navedene kase su koriStene

i za 3D ispis, te su isti uzorci podvrgnuti ekstrakciji. U svim ekstraktima provedeno je

spektrofotometrijsko odredivanje BAC i antioksidacijskog kapaciteta. U kona¢nici, analizirano

je ukupno 6 uzoraka: ekstrakti svjezih uzoraka jagode (A, B i C), te ekstrakti 3D ispisanih
uzoraka (3D-A, 3D-B, 3D-C) (tablica 1).

Broj uzorka
1

2
3
4
5
6

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema ekstrakata iz svjezih plodova jagoda

Aparatura i pribor:

e Ultrazvuéna kupelj (DT 514 H SONOREX DIGITEC 13,5 L, 860 W, 40 kHz,

Tablica 1. Uzorci kori$teni u eksperimentima

Vrsta uzorka
Kasa
Kasa
Kasa
3D-ispisani proizvod
3D-ispisani proizvod

3D-ispisani proizvod

Bandelin electronic, Njemacka)

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

e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL

Masa plodova
<15¢
15-30 ¢
>30g9
<15¢
15-30 ¢
>30g9

e Erlenmeyerova tikvica sa §lifom, volumena 50 mL

Sifra

3D-A
3D-B
3D-C
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e Stakleni lijevak, filter papir

e Plasti¢ne falkonice volumena 50 mL
Otapala:

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

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

Priprema: 80 %-tni metanol se pripremi tako da se 800 mL metanola prenese u odmjernu tikvicu
od 1 L te nadopuni destiliranom vodom do oznake. U drugu odmjernu tikvicu od 1 L otpipetira
se 10 mL mravlje kiseline i nadopuni do oznake prethodno pripremljenim 80 %-tnim

metanolom.

Postupak ekstrakcije: Jagode se usitne i homogeniziraju $tapnim mikserom kako bi se

pripremila kasa jagode. Odvaze se 5 g uzorka kase od jagode u Erlenmeyerovu tikvicu sa §lifom
volumena 50 mL te se nadoda 20 mL ekstrakcijskog otapala (1 % mravlja kiselina u 80 %-tnom
metanolu, v/v). Tako pripremljena smjesa ekstrahira se u ultrazvu¢noj kupelji pri 50 °C tijekom
15 min. Po provedenoj ekstrakciji ekstrakti se profiltriraju u odmjerne tikvice volumena 25 mL

i nadopune ekstrakcijskim otapalom do oznake, te skladiste na 4 °C do provedbe analiza.

3.2.2. Priprema 3D ispisanih proizvoda od jagoda

Za svaki uzorak kaSe jagode (A, B i C) ispisan je po jedan 3D proizvod. Nastavno na
objavljene rezultate Bebek Markovinovic 1 sur. (2023), Skrob koji se koristio je pSeni¢ni Skrob
(Denes Natura Kft., Pecuh, Madarska) u udjelu od 15 %, a program 3D ispisa je program 2.
Smjesa jagode 1 Skroba u udjelu od 15 % zagrijavala se do konstantne temperature pri kojoj je
doSlo do procesa Zelatinizacije Skroba, odnosno postizanja adekvatne konzistencije smjese
pogodne za 3D ispis (slika 4). Za 3D ispis smjese koristen je Foodini 3D pisa¢ (Natural
Machines, Barcelona, Spanjolska) (slika 5) koji radi na principu ekstruzije.
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Slika 4. Zagrijane smjese za 3D ispis (vlastita fotografija)

FooDINI

Slika 5. Foodini 3D pisa¢ (vlastita fotografija)

U ovom eksperimentu su koristene kapsule volumena 100 mL s promjerom mlaznica od
4 mm. Odabir Zeljenog oblika i ostalih parametara ispisa postavljeni su putem Foodini Creator

Software-a na rac¢unalu. Za 3D ispis odabran je oblik srca ispisan u tri sloja dimenzija 53 mm
x 51 mm x 12 mm (duljina x $irina X visina) (slika 6).
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Slika 6. 3D ispisani uzorak 3D-A (vlastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti u 3D ispisanim uzorcima

Aparatura i pribor:

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

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

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

e Stakleni Stapi¢
Otapala i reagensi:
e Destilirana voda

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

destilirane vode i homogenizira pomocu staklenog Stapica.

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

pH vrijednosti. Uzorku se pH vrijednost odreduje uranjanjem elektrode i ocitavanjem pH

vrijednosti.
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3.2.4. Odredivanje topljive suhe tvari (% Brix)

Odredivanje se temelji na direktnom ocitavanju topljive suhe tvari na digitalnom

refraktometru (AOAC, 2000).
Aparatura i pribor:

e digitalni refraktometar (ATAGO PAL-3, Atago Co., LTD, Tokyo, Japan)
e staklene ¢aSice volumena 50 mL
e staniCevina

e Mikropipeta Eppendorf 1000 nL.

Postupak mjerenja

Prije pocetka svakog mjerenja refraktometar je potrebno bazdariti prema destiliranoj
vodi na nultu vrijednost pri 20 °C. Mikropipetom se otpipetira 0,3 mL uzorka koji se izravno
nanese na staklenu prizmu uredaja te se pritiskom na tipku ,,start izravno ocita vrijednost

topljive suhe tvari. Mjerenja u svim uzorcima provedena su u paralelnim odredivanjima.

3.2.5. Priprema ekstrakata iz 3D ispisanih uzoraka

Ekstrakcija 3D ispisanih uzoraka potpomognuta je ultrazvukom visoke shage te se
provodi primjenom ultrazvuénog procesora (UP400St, Hielscher Ultrasound Technology,
Njemacka) (slika 8). Djelovanjem ultrazvuka nastaju kavitacijski mjehurié¢i koji razbijaju
stani¢nu strukturu materijala, omogucavajuci tako bolje prodiranje otapala u matriks, Sto
posljedi¢no povecava prijenos mase i skracuje trajanje ekstrakcije. Kao ekstrakcijsko otapalo

koristena je vodena otopina metanola (80 %, v/v) s 1 %-tnom mravljom kiselinom (v/v).
Aparatura i pribor:

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

e Odmijerne tikvice, volumena 50 mL, 1 L

e Menzura, volumena 50 mL, 1 L

e Pipeta, volumena 10 mL

o Stakleni lijevak, filter papir

e Plasti¢ne falkonice volumena 50 mL
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e Staklene ¢ase, volumena 100 mL

e Metalna Spatula

Otapala i reagensi:

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

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

Priprema: 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.

Postupak ekstrakcije: Na analitickoj vagi u staklenu ¢asu od 100 mL odvaze se 10 g 3D

ispisanog uzorka 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 ekstrakcijsko 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 plasti¢ne falkonice volumena
50 mL te se uzorci cuvaju na 4 °C do provedbe ostalih analiza.

U svim ekstraktima su spektrofotometrijski odredivani bioaktivni spojevi i
antioksidacijski kapacitet kako slijedi: ukupni fenoli, ukupni flavonoidi, hidroksicimetne

kiseline, flavonoli, kondenzirani tanini, monomerni antocijani, DPPH i FRAP.

3.2.6. Spektrofotmetrijsko odredivanje bioaktivnih spojeva
3.2.6.1. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

Princip odredivanja: Odredivanje ukupnih fenola provodi se u metanolnom ekstraktu uzorka

primjenom modificirane spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji fenola
s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 725 nm (Yuan i
sur., 2018).
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Aparatura i pribor:

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

e Staklene kivete

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

e Plasticna ladica za vaganje, Spatula

e Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf, volumena 200 pL i 1000 pL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

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

e Staklena ¢aSa volumena 200 mL

e Staklena menzuraod 100 mLi1L

e Stakleni lijevak, filter papir
Otapala i reagensi:

e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens), 5x razrijeden (Fisher Scientific UK,
Loughborough, Velika Britanija)
e Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)

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

Priprema: Odvaze se 75 g anhidrida natrijeva karbonata u staklenoj ¢asi te se pomocu destilirane
vode kvanititativno prenese u odmjernu tikvicu od 1000 mL te destiliranom vodom nadopuni

do oznake.

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

e Otopina standarda galne kiseline 5 g/L

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

volumenu, a potom se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kako je opisano u poglavljima 3.2.1. i 3.2.5.

Postupak odredivanja: U epruvetu se otpipetira redom 400 pL ekstrakta, 400 pL F.C. reagensa

(koji je prethodno razrijeden s destliranom vodom 5x) i 4 mL 7,5 %-tne otopine natrijevog

karbonata. Reakcijska smjesa stoji 20 minuta na sobnoj temperaturi te se mjeri apsorbancija pri
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valnoj duljini od 725 nm. Odredivanje se provodi u paraleli, a kao slijepa proba koristi se
ekstrakcijsko otapalo. Uzorci ekstrakata plodova i 3D ispisanih proizvoda jagode razrjeduju se
ekstrakcijskim otapalom 4x (100 uL ekstrakta + 300 pL ekstrakcijskog otapala).

Izracunavanje

Izrada bazdarnog pravca: Za izradu bazdarnog pravca odvaze se 500 mg galne kiseline.

Odvaga se otopi u 10 mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni se
destiliranom vodom do oznake. Od te otopine galne kiseline (5 g/L) rade se razrjedenja u
odmjernim tikvicama od 25 mL tako da se otpipetira redom 50, 125, 250, 500, 750 1 1250 pL
alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku tikvicu i potom se ista nadopunjavaju do
oznake destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 10, 25, 50,
100, 150, 250 mg/L. 1z svake tikvice otpipetira se 400 uL otopine standarda u staklene epruvete
te se redom dodaje 400 puL F.C. reagensa (koji je 5x razrijeden) i 4 mL 7,5 %-tnog natrijeva
karbonata (w/v). Na isti nacin se pripremi slijepa proba, ali se umjesto otopine standarda uzima
destilirana voda. Uzorci stoje 20 minuta na sobnoj temperaturi, a nakon toga mjeri se

apsorbancija pri valnoj duljini 725 nm.

Iz 1izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 725 nm. Koncentracija ukupnih fenola izra¢una se prema

dobivenoj jednadzbi pravca (1):
y = 0,0078x —0,0032 R?=0,9983 [1]
gdje je: y- apsorbancija uzorka pri 725 nm

X- koncentracija galne kiseline (mg/L)
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3.2.6.2. Spektrofotometrijsko odredivanje ukupnih flavonoida

Princip odredivanja: Odredivanje ukupnih flavonoida provodi se u metanolnom ekstraktu

uzorka primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na kolornoj reakciji flavonoida
s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri
415 nm (Chang i sur., 2002).

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 Pipete, volumena 5 mL, 10 mL

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 uL

e Odmjerne tikvice, volumena 25, 100 i 1000 mL

e Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula
Otapala i reagensi:

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

e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén TM, Francuska)
e Aluminijev Kklorid, 98,5 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)

e Aluminijev klorid, 10 % (w/v)

Priprema: 10 g aluminijevog klorida se otopi u 10 mL destilirane vode te kvantitativno prenese

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

e Kalijev acetat, 99 %, anhidrid (Acros Organics, Geel, Belgija)
e Kalijev acetat, 1 M

Priprema: 9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativno prenese

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

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

e Otopina standarda kvercetina, 200 mg/L

24



Priprema: Odvaze se 20 mg standarda kvercetina u plati¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10
mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 200 mL i otopi
u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom. Iz alikvotne otopine prirede se
redom razrijedenja od 10, 25, 50, 75, 100 i 150 mg/L.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kako je opisano u poglavljima 3.2.1. i 3.2.5.

Postupak odredivanja: U staklenu epruvetu otpipetira se redom 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. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo
za ekstrakciju te se umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane
vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon cega slijedi mjerenje

apsorbancije (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 415 nm.
Izracunavanje

Izrada bazdarenog pravca: Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina

koncentracije 200 mg/L. Od te otopine standarda pripreme se razrijedenja u odmjernim
tikvicama od 25 mL tako da se otpipetira redom 1,25; 3,125; 6,25; 9,375; 12,5; 18,75 mL
alikvota standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu i potom se nadopune do oznake 100 %-
tnim metanolom. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama iznose 10, 25, 50, 75, 100 i 150
mg/L. Takoder se za analizu uzima i alikvotna otopina standarda koncentracije 200 mg/L. 1z
svake tikvice otpipetira se redom 0,5 mL otopine standarda, 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL
10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na
isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se
umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL).
Reakcijska smjesa stoji potom 30 minuta, nakon ¢ega slijedi mjerenje apsorbancije (opticka
gustoc¢a otopine) pri valnoj duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se
bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene

koncentracije kvercetina (mg/L), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 415 nm.

Koncentracija ukupnih flavonoida izra¢una se prema dobivenoj jednadzbi pravca (2):

y = 0,0064x — 0,0362 R2 = 0,9998 2]

gdje je: y — apsorbancija pri 415 nm,

x — koncentracija kvercetina (mg/L).
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3.2.6.3. Spektrofotometrijsko odredivanje hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Princip odredivanja: U metanolnom ekstraktu uzoraka provodi se spektrofotometrijsko

odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola pri ¢emu se intenzitet nastalog

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

Aparatura i pribor:
e UV/Vis Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim,
Njemacka)
e Staklene i kvarcne kivete
e Analiticka vaga Kern (ABJ220-4NM, Kern&Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)
e Pipete, volumena 1l mL, 2 mL,5mL, 10 mL i 25 mL
e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 i 5000 uL
e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL i1 L
e Menzura, volumena 100 mL i 1000 mL
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasticna ladica za vaganje, Spatula

Otapala i reagensi:
e Koncentrirana klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-ner, s.r.0., Neratovice, Ceﬁka)
e Etanol 96 % (Gram-Mol d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e Klorovodi¢na otopina 1 g/L HCI u 96 % etanolu (v/v)

Priprema: 0,227 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodi¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu

tikvicu od 100 mL te nadopuni 96 %-tnim etanolom do oznake.
e Klorovodi¢na otopina 2 g/L HCI u vodi (v/v)

Priprema: 0,454 mL 37 %-tne koncentrirane klorovodi¢ne kiseline se otpipetira u odmjernu

tikvicu od 100 mL te se nadopuni destiliranom vodom do oznake.

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

e Otopina standarda kvercetina 600 mg/L

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda kvercetina u koncentraciji 600 mg/L. Odvaze
se 60 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 30 mL 100 %-tnog
metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u datom

volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.
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e Klorogenska kiselina, min. 95 %-tna (Alfa aesar, ThermoFisher, Kandel, Njemacka)

e Standard klorogenske kiseline koncentracije 600 mg/L

Priprema: Najprije se pripremi otopina standarda klorogenske kiseline u koncentraciji 600
mg/L. Odvaze se 60 mg standarda klorogenske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se
pomocu 30 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100

mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u poglavljima 3.2.1. i 3.2.5.

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

apsorbancija se mjeri na 320 nm, dok se za odredivanje ukupnih flavanola apsorbancija mjeri
na 360 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za

ekstrakciju.

Izracunavanje

Izrada bazdarnog pravca: Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina provodi se

pomocu jednadzbe bazdarnog pravca za klorogensku kiselinu, dok se kvantifikacija ukupnih

flavonola provodi pomocu jednadzbe bazdarnog pravca za kvercetin.
Klorogenska kiselina

Iz alikvotne otopine standarda 600 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja: 10, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 300 i 500 mg/L na nacin da se iz otopine alikvota otpipetira redom: 0,416;
1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5 i 20,833 mL i nadopuni 100 %-tnim metanolom
U odmjernim tikvicama od 25 mL. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto

standarda uzima 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 uL otopine standarda, 250 pL 1 g/L HCl u 96 %
etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija
se mjeri na 320 nm u kvarcnim kivetama. Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina

izraCuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca (3):
y = 0,0025x — 0,0038 R?=0,9996 [3]
gdje je: y — apsorbancija pri 320 nm,

X — koncentracija klorogenske kiseline (mg/L).
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Kvercetin

Iz alikvotne otopine standarda 600 mg/L potrebno je prirediti razrjedenja: 10, 25, 50,
75, 100, 150, 200, 300, 400 i 500 mg/L na nacin da se iz otopine alikvota otpipetira redom:
0,416; 1,042; 2,083; 3,125; 4,166; 6,25; 8,333; 12,5; 16,666 i 20,833 mL i nadopuni 100 %-
tnim metanolom u odmjernim tikvicama od 25 mL. Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba, ali

se umjesto standarda uzima 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 uL otopine standarda, 250 pL 1 g/L HCl u 96 %
etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se mjeri na 360
nm u staklenim kivetama. Koncentracija ukupnih flavanola izratuna se prema dobivenoj

jednadzbi pravca (4):
y = 0,0026x + 0,0083 R?=0,9995 [4]
gdje je: y — apsorbancija pri 360 nm,

x — koncentracija kverecetina (mg/L).

3.2.6.4. Odredivanje polimernih proantocijanidina vanilin metodom

Princip odredivanja: Princip odredivanja polimernih proantocijanidina temelji se na

specificnosti spojeva iz skupine flavan-3-ola da reagiraju s vanilinom uslijed ¢ega nastaju
obojeni spojevi koji se kvantitativno odreduju mjerenjem nastalog intenziteta obojenja pri 500

nm (Sun i sur., 1998).

Aparatura i pribor:

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

e Mikropipete Eppendorf volumena 100 pL 1 1000 pLL

e Odmijerne tikvice, volumena 25 mL, 50 mL, 100 mL i 1000 mL

e Menzure, volumena 100 mL i 1000 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢ne ladice za vaganje, Spatula
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e Stakleni lijevak, filter papir

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

Otapala i reagensi:

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

e 1 %-tna metanolna otopina vanilina

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

oznake.

e Koncentrirana H2SO4, 96 % (Lach-ner, s.r.o., Neratovice, Ceska)
e 25 %-tna otopina H2SO4

Priprema: 13,02 mL 96 %-tne H.SO4 prenese se u odmjernu tikvicu od 50 mL u koju je
prethodno dodano malo 100 %-tnog metanola (cca 20 mL). Tikvica se obavezno drzi u hladnoj
vodenoj kupelji, a koncentrirana H2SO4 se dodaje u malim obrocima. Po dodatku cijelog

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

Priprema: Odvaze se 500 mg standarda katehina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10
mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi

u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao $to je opisano u poglavljima 3.2.1. i 3.2.5.

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

mL 25 %-tne otopine H2SO4 i 1 mL ekstrakta. Sve skupa se promijesa, a potom se uzorci ostave
stajati 10 minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca
otopine) pri valnoj duljini 500 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto

ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju.
Izracunavanje

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

standarda katehina koncentracije 5 g/L (5000 mg/L). Od te otopine prirede se slijedeca
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razrijedenja: 10, 30, 60, 90 i 120 mg/L na naéin da se otpipetira redom: 50, 150, 300, 450 i 600
uL alikvotne otopine u odmjerne tikvice od 25 mL, te se do oznake nadopune 100 %-tnim

metanolom.

Iz svake tikvice otpipetira se 1 mL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje 2,5
mL 1 %-tnog vanilina i 2,5 mL 25 %-tne otopine H2SOa4. Uzorci se ostave stajati 10 minuta pri
sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoéa otopine) pri valnoj

duljini 500 nm. Na isti na¢in se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima metanol.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft
Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije katehina (mg/100 mL), a na oordinati
izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 500 nm. Koncentracija polimernih proantocijanidina

izraCuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca (5):

y = 0,0053x - 0,0124 R?=0,9985 [5]
gdje je: y- apsorbancija uzorka pri 500 nm

x- koncentracija katehina (mg/L)

3.2.6.5. Spektrofotometrijsko odredivanje monomernih antocijana

Princip odredivanja: Kvantitativno odredivanje monomernih antocijana zasniva se na svojstvu

antocijana da pri promjeni pH vrijednosti reverzibilno mijenjaju svoju kemijsku strukturu pri
¢emu dolazi do promjene apsorpcijskog spektra. SniZzenje pH otopine izaziva povecanje
apsorpcije i obrnuto, a koncentracija antocijana proporcionalna je razlici apsorbancija u

otopinama kod dva razlicita pH pri valnoj duzini maksimalne apsorpcije za pojedine antocijane

(AOAC, 1990).

Aparatura i pribor:

o Spektrofotometar (LLG-uniSpec 2, Spectrophotometer, Meckenheim, Njemacka)

e pH metar Mettler-Toledo FiveEasy F20 (Mettler-Toledo GmbH, Greifensee, Svicarska)
e Staklena CaSa, stakleni lijevak, filter papir

e Staklene kivete

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

e Plasticna ladica za vaganje, Spatula
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e Mikropipete Eppendorf, volumena 1000 pL i 5000 pL
e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 1000 mL
Otapala i reagensi:

e Klorovodi¢na kiselina 37 % (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, Ceéka)
e Kalij klorid 99,0-100,5 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Njemacka)
e Kalij kloridni pufer pH 1,0 (kalij klorid 0,025 M)

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

nadopuni deioniziranom vodom.

o Natrij acetat anhidrid 99 % (ThermoFisher GmbH, Kandel, Njemacka)
e Natrij acetatni pufer 4,5 (natrijev acetat, 0,4 M)

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

deioniziranom vodom, te do oznake nadopuni deioniziranom vodom.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao Sto je opisano u poglavljima 3.2.1. 1 3.2.5.

Postupak odredivanja: Reakcija se postavlja u staklenim epruvetama na nacin da se za mjerenje

jednog uzorka pripreme po dvije epruvete i oznace se oznakama pufera (npr. za isti uzorak se
na jednu epruvetu napise pH 1, a na drugu pH 4,5). U svaku se epruvetu potom otpipetira po 1
mL pripremljenog ekstrakta (ili uzorka), a potom se u jednu epruvetu nadoda 4 mL pufera pH
1,0, a u drugu 4 mL pufera pH 4,5. Nakon 20 minuta, pripremljenim reakcijskim otopinama,

mjeri se apsorbancija pri 520 nm i 700 nm, uz deioniziranu vodu kao slijepu probu. Ukoliko su
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pripremljene reakcijske otopine mutne, pozZeljno je prije spektrofotometrijskog mjerenja

provesti centrifugiranje ili filtriranje kako bi se uklonile ¢estice mutnoce.

Izracunavanje:

Koncentracija monomernih antocijana u uzorku izra¢unava se kao ekvivalent pelargonidin-3-

glukozida (mg/L) prema formuli (6):

A XMW XDF x103
exl

[6]

gdje je:

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

MW = molekulska masa (za pelargonidin-3-glukozid C21H21ClO10 = 468,8 g/mol)
DF = faktor razrjedenja

108 = faktor za preraunavanje g u mg

&= molarni apsorpsijski ekstinkcijski koeficijent (za Pel-3-Glc 31600 L mol/cm u otapalu 1 %
HCI/MeOH)

I= debljina kivete (1 cm)

3.2.7. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
3.2.7.1. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) metoda

Princip odredivanja: DPPHe- je stabilan radikal zbog delokalizacije slobodnog elektrona na

aromatskim prstenovima. Apsorpcijski maksimum postize pri 517 nm. U reakciji s
antioksidansom koji je donor elektrona, dolazi do redukcije DPPHe radikala i sparivanja
nesparenog elektrona s vodikom antioksidansa (DPPH-H). Reakcija rezultira smanjenjem
apsorbancije te prijelaza iz ljubicaste u zutu boju. Promjena boje je u stehiometrijskom odnosu

s brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005; Braca i sur., 2001).
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Aparatura i pribor:

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

e Staklene kivete

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

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

e Mikropipete Eppendorf od 200, 1000 1 5000 puL

e Odmjerne tikvice, volumena 25 mL i 100 mL

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje, Spatula

Otapala i reagensi:

e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)
e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, St.Louis, SAD)
e Otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) 0,5 mM u 100 % metanolu

Priprema: 0,02 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala odvaze se u plasti¢noj ladici za vaganje te
kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim
metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. DPPH je potrebno ¢uvati na tamnome u zatvorenoj

tikvici.

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

e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) 0,02 M

Priprema: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina Troloxa (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 500 mg Troloxa u plasti¢noj
ladici za vaganje. Odvaga se kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu i nadopuni
metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Otopinu Troloxa potrebno je ¢uvati na tamnom

(tikvica se zamota u aluminijsku foliju) i koristi se uvijek svjeze pripremljena otopina standarda.

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavljima 3.2.1. i 3.2.5.
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Postupak odredivanja: Postupak odredivanja provodi se prema metodi za odredivanje AA u

ekstraktima gloga (Shortle i sur., 2014). U epruvetu se otpipetira 1,5 mL ekstrakta te 3 mL 0,5
mM otopine DPPH. Za kontrolu je potrebno otpipetirati 1,5 mL 100 %-tnog metanola te 3 mL
0,5 mM otopine DPPH. Od izmjerene apsorbancije kontrole potrebno je oduzeti apsorbanciju
uzorka. Za slijepu probu u epruvetu se ulije 4,5 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa
sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri

517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0 ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti

na nacin da izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.
Izracunavanje

Izrada bazdarnog pravca za Trolox: Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina

Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). Od 0,02 M otopine

Troloxa pripreme se razrijedenja u koncentracijama 125, 150, 200, 400 1 600 uM na nacin da
se redom otpipetira 156; 187,5; 250; 500 i 750 uL u odmjerne tikvice od 25 mL, te se iste do

oznake nadopune 100 %-tnim metanolom.

U epruvetu se odpipetira 1,5 mL odgovarajuce otopine Troloxa te 3 mL 0,5 mM otopine DPPH.
Za kontrolu je potrebno otpipetirati 1,5 mL 100 %-tnog metanola te 3 mL 0,5 mM otopine
DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se otpipetira 4,5 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa
sadrZajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri
517 nm, uz 100 %-tni metanol kao slijepu probu. 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta
se bazdarni pravac pomocu racunala (program Microsoft Office Excel) s vrijednostima
koncentracije Troloxa (uM) na apscisi 1 vrijednostima apsorbancije na ordinati. Iz pripadajuce

jednadZbe pravca izrauna se antioksidacjski kapacitet uzoraka odreden DPPH metodom (7):

y =-0,0037x + 2,3781 R2=10,9902 [7]
gdje je: y —apsorbancija pri 517 nm,

X — koncentracija Troloxa (uM).
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3.2.7.2. FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power Assay) metoda

Princip odredivanja: Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom temelji se na

reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tris-2-piridil-s-triazina (TPTZ) pri
¢emu nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima apsorpcijski maksimum pri
593 nm (Benzie, 1996).

Aparatura i pribor:

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

e Staklene kivete

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

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

e 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 uL

e Odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL i1 L

e Staklene epruvete i stalak za epruvete

e Plasticna ladica za vaganje, Spatula
Otapala i reagensi:

e Metanol za HPLC < 99,9 % (Honeywell, Riedel-de-Haén ™, Francuska)
e Standard Troloxa  (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina)
(Biosynth s.r.o., Bratislava, Slovacka)

e Otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina), 1 mM

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

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

e Klorovodi¢na kiselina, 40 mM

Priprema: Otpipetira se 330 uL 37 %-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom vodom
u odmjernoj tikvici od 100 mL.
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e TPTZ-a(2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD)
e TPTZ-a(2,4,6-tris-2-piridil-s-triazin), 10 mM

Priprema: Odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese u

odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM klorovodi¢nom kiselinom.

e Zeljezo (II)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H.0) (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
e Zeljezo (I)-klorid heksahidrat (FeCls x 6H20), 20 mM otopina

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

destiliranom vodom.

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

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

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

Priprema: Odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno
prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u koju se potom otpipetira

16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni se destiliranom vodom do oznake.
e FRAP reagens

Priprema: U staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens na nacin da se pomijesa
25 mL acetatnog pufera (0,3 M), 2,5 mL TPTZ reagensa i 2,5 mL Zeljezo (I1I)-klorida u omjeru
10:1:1.

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

Priprema uzorka: Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavlju 3.2.1. i 3.2.5.

Postupak odredivanja: U staklene epruvete redom se otpipetira 600 puL ekstrakta i 4500 pL

FRAP reagensa, dobro se promijesa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C. Zatim se
mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve 0sim uzorka, umjesto kojeg se dodaje
otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran. Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0
ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti na nacin da izmjerene apsorbancije u razrijedenim

ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.
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Izracunavanje

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

otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze
0,025 g Troloxa. Odvaga se otopi u 100 %-tnom metanolu i nadopuni metanolom u odmjernoj
tikvici od 100 mL.

Od 1 mM otopine Troloxa pripreme se razrijedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125 i
150 uM na nacin da se redom otpipetira 0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 3,125; 3,751 5 mL u odmjerne

tikvice od 25 mL, te se iste do oznake nadopune 100 %-tnim metanolom.

U staklene epruvete redom se otpipetira 600 uL otopine standarda i 4500 uLL FRAP reagensa,
dobro se promijesa te 10 minuta termostatira na temperaturi 37 °C (vodena kupelj od
rotavapora). Zatim se mjeri apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka,

umjesto kojeg se dodaje 100 %-tni metanol.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomocu racunala (program
Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije Troloxa (uWM) na apscisi i vrijednostima
apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadaju¢e jednadzbe pravca izraCuna se

antioksidacjski kapacitet uzoraka odreden FRAP metodom (8):

y = 0,005x — 0,0081 R?=0,9992 [8]

gdje je: y — apsorbancija pri 593 nm,

X — koncentracija Troloxa (uM).

3.3. OBRADA PODATAKA

Dobiveni rezultati obradeni su u programu Statistica 12. Statisticka znacajnost utjecaja
procesnih parametara na parametre deskriptivne statistike odredena je multifaktorskom
analizom varijance (MANOVA). Rezultati su smatrani statisti¢ki znac¢ajnima ukoliko je p <

0,05 (95 % -tna razina signifikantnosti).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Eksperimentalnim radom analizirano je 6 uzoraka u paralelnim odredivanjima (ekstrakti
svjezih uzoraka jagode A, B i C te ekstrakti 3D ispisanih uzoraka 3D-A, 3D-B, 3D-C). Varijable
koje su tijekom istrazivanja izmjerene te potom statisticki obradene obuhvacdaju vrijednosti
topljive suhe tvari i pH te koncentraciju bioaktivnih spojeva te antioksidacijskog kapaciteta
odredenog primjenom DPPH i FRAP metode. Rezultati statisticke obrade podataka prikazani su u

tablici 2, tablici 3, tablici 4, tablici 5 te tablici 6.

4.1. FIZIKALNO-KEMIJSKA SVOJSTVA SVJEZIH PLODOVA JAGODA 1 3D
ISPISANIH PROIZVODA NA BAZI JAGODA

U svim analiziranim uzorcima su provedena fizikalno-kemijska ispitivanja kako bi se
utvrdile vrijednosti topljive suhe tvari i pH. Nakon provedene statisticke obrade rezultata
utvrdeno je kako postoje varijacije izmedu topljive suhe tvari i pH vrijednosti u svjezim
plodovima jagoda, kao i u 3D ispisanim proizvodima na bazi jagode (tablica 2). U svjezim
plodovima jagode nema statisticki znacajne razlike u topljivoj suhoj tvari medu plodovima
mase <15 g te plodova mase u rasponu od 15-30 g. Isto tako, uo¢eno je kako vrijednost topljive
suhe tvari kod plodova mase <15 g i onih mase >30 g nije statisticki znacajna. Jedina razlika
uocena je izmedu plodova mase od 15-30g i plodova >30 g gdje je vidljivo kako svjezi plodovi
jagoda u rasponu od 15-30 g imaju vecu vrijednost topljive suhe tvari (9,40 + 0,17 mg/100 Q)
u odnosu na one ¢ija je masa >30 g (8,75 = 0,17 mg/100 g). Medutim, gledajuci 3D ispisane
proizvode utvrdeno je kako nema statisti¢ki znacajne razlike u topljivoj suhoj tvari ovisno o
masi jagoda koje su koriStene za ispis 3D proizvoda, stoga se moze zakljucuti kako masa jagoda

u proizvodnji 3D ispisanih proizvoda ne utjece znacajno na vrijednosti topljive suhe tvari.

Gledajuci pH vrijednosti kod svjezih plodova jagoda razli¢itih masa utvrdeno je kako
nema statisticki znacajne razlike izmedu plodova jagoda mase 15-30 g i plodova >30 g, a za
koje su utvrdene veée pH vrijednosti u usporedbi s plodovima jagoda mase <15 g. Dobiveni
rezultati upucuju da plodovi ve¢e mase (>15 g) imaju vecéu vrijednost pH u odnosu na plodove
manje mase (<15 g). Za razliku od svjezih plodova, u 3D ispisanim proizvodima ne postoji
statistiCki znacCajna razlika u pH vrijednostima u ovisnosti 0 masi plodova jagoda koje su
koristene za 3D ispis proizvoda od jagode. Uzimajuéi u obzir izmjerene pH vrijednosti utvrdeno
je kako dobivene vrijednosti odgovaraju rezultatima koje su dobili Simkova i sur. (2023) ¢ije

su vrijednosti bile u rasponu od 3,30 do 3,82 u svjezim plodovima. Isti autori su utvrdii
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vrijednosti topljive suhe tvari u svjezim plodovima jagode u rasponu od 7,89 kod malih plodova
do 9,08 kod velikih plodova; te je uoceno kako su vrijednosti nesto nize u odnosu na rezultate
dobivene ovim istrazivanjem.

Tablica 2. Rezultati za topljivu suhu tvar i pH vrijednost u svjezim jagodama i 3D ispisanim
proizvodima na bazi jagode

Izvor varijacije Topljiva suha tvar (%) pH
Svijezi plodovi n p=0,02f p = 0,03
<15¢g 4 9,09 +0,17%P 3,41+0,01°
15-30¢g 4 9,40+0,172 3,47 +£0,012
>30 g 4 8,75+ 0,17° 3,45 + 0,012
3D ispisani proizvodi p = 0,98 p<0,01
<15¢ 4 31,39+ 0,682 3,49 + 0,002
15-30 g 4 31,22 +0,68° 3,57 + 0,00°
>304¢ 4 31,41 +0,68% 3,60 + 0,002

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05

4.2. BIOAKTIVNA SVOJSTVA SVJEZIH PLODOVA JAGODA I 3D ISPISANIH
PROIZVODA NA BAZI JAGODA

Nakon provedenog spektrofotometrijskog odredivanja bioaktivnih spojeva dobiveni su

rezultati statisticki obradeni i prikazani u tablici 3.

Prosje¢na vrijednost ukupnih polifenolnih spojeva u svjeZzim i 3D ispisanim uzorcima
iznosi 126,33 + 1,01 mg/100 g dok su medu analiziranim podskupinama fenolnih spojeva
najzastupljeniji kondenzirani tanini (86,75 = 0,55 mg/100 g), slijede ih hidroksicimetne kiseline
(52,74 + 0,53 mg/100 g) potom flavonoli (31,34 + 0,39 mg/100 g) te na poslijetku ukupni

flavonoidi s najnizom srednjom vrijednosti (6,24 = 0,07 mg/100 g).

U ovisnosti o vrsti proizvoda utvrdeno je kako postoje varijacije u bioaktivhom sastavu
izmedu svjeZih plodova jagoda i 3D ispisanih proizvoda. Dakle, svjezi plodovi sadrze ve¢i udio
ukupnih fenolnih spojeva (146,54 + 1,43 mg/100 g) u odnosu na 3D ispisane proizvode (106,12
+ 1,43 mg/100 g). Gledajué¢i podskupine fenolnih spojeva, u svjezim su plodovima odredeni
veci udjeli ukupnih flavonoida i kondenziranih tanina u odnosu na 3D ispisane proizvode. Udio
ukupnih flavonoida (engl. Total Flavonoids, TF) u svjezim je plodovima iznosio 6,82 + 0,09

mg/100 g, dok je u 3D ispisanim proizvodima odredeno 5,66 + 0,09 mg/100 g. Udio
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kondenziranih tanina (engl. Condensed Tannins, CT) iznosi 103,14 + 0,78 mg/100 g u svjezim
plodovima, dok kod 3D ispisanih proizvoda iznosi 70,36 + 0,78 mg/100 g. Varijacija je vidljiva
I kod sadrzaja hidroksicimetnih kiselina i flavonola kojih je u visim udjelima odredeno u 3D
ispisanim uzorcima u odnosu na svjeze plodove. Tako je udio hidroksicimetnih kiselina (engl.
Hydroxycinnamic Acids, HCA) u 3D ispisanim proizvodima iznosio 64,05 + 0,74 mg/100 g u
odnosu na svjeze plodove, gdje je odreden udio HCA od 41,44 + 0,74 mg/100 g.

Medutim, usporedujuci utjecaj mase plodova jagoda na bioaktivni sastav, utvrdeno je
kako razli¢ita masa utjeCe na razlicite udjele bioaktivnih spojeva. Tako je vidljivo kako plodovi
mase <15 g imaju najveci udio ukupnih fenolnih spojeva (134,02 + 1,76 mg/100 g) u odnosu
na plodove mase u rasponu od 15-30 g (122,23 + 1,76 mg/100 g) i plodova mase >30 g (122,75
+ 1,76 mg/100 g) medu kojima nema statisticki znaGajne razlike. Sto se ti¢e podskupina
fenolnih spojeva jedina statisti¢ki znacajna razlika uo¢ena je u udjelima kondenziranih tanina,
kojih je najvise odredeno u plodovima jagoda mase <15 g (92,97 + 0,96 mg/100 g), zatim su
slijedile jagode s masom >30 g (85,77 + 0,96 mg/100 g), dok je najmanji udio uocen kod jagoda
mase od 15-30 g (81,52 + 0,96 mg/100 g). Kod ostalih polifenolnih spojeva, ukljucujuci
hidroksicimetne kiseline, flavonole te ukupne flavonoide nisu uocene statisticki znacajne

razlike u udjelima navedenih komponenata u ovisnosti o razli¢itim masama plodova jagoda.

Tablica 3. Udjeli polifenolnih spojeva u svjezim i 3D ispisanim proizvodima na bazi jagode u
ovisnosti o vrsti proizvoda i masi plodova jagode

\'IZ‘L?jracije N TPC HCA FL TF CT
?)/rrjitfvod . p<0,01' p<0.01' p<0.01" p<0.01" 0<0.01"
Svieziplodovi | 6 | 14654+143" | 41,440,748 | 24,09+055° | 6,82=0,00° | 103,14+ 0,78"
3D pI’OiZVOdi 6 106,12 + 1,43° 64,05+ 0,742 38,59 + 0,552 5,66 + 0,09° 70,36 + 0,78°
Masa p <001 p=012} p = 0.98" p=007" p<0.0L'
<15¢ 4 134,02 £ 1,762 53,91+ 0,918 31,39+ 0,682 6,52 +£ 0,128 92,97 + 0,962
15-30 g 4 | 12223+1,76° | 50,78+091° | 31,22+0,68" | 6,14=0,12° | 81,52 0,96°
>30 g 4 | 12275+1,76" | 5354+091° | 31,41+068° | 6,07+0,12° | 8577+ 0,06
Prosjek 12 | 12633+101 | 5274+053 | 3134+039 | 624-007 | 8675055

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05. TPC — ukupni
fenolni spojevi (mg/100 g); HCA — hidroksicimetne kiseline (mg/100 g); FL - flavonoli (mg/100 g); TF — ukupni
flavonoidi (mg/100 g); CT — kondenzirani tanini (mg/100 g)
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Rezultati udjela monomernih antocijana i antioksidacijski kapacitet u svjezim i 3D
ispisanim proizvodima na bazi jagode u ovisnosti o vrsti proizvoda i masi plodova jagode
prikazani su u tablici 4. Udio monomernih antocijana veéi je u svjezim plodovima (18,81 +
0,21mg/100 g) u odnosu na 3D ispisane proizvode (13,89 + 0,21 mg/100 g). Uzimajuéi u obzir
razli¢ite mase plodova jagoda utvrdeno je kako najvecu vrijednost monomernih antocijana
imaju plodovi mase <15 g (17,74 + 0,26 mg/100 g), dok kod plodova mase u rasponu od 15-30

g i plodova mase >30 g nije uocena statisticki znacajna razlika.

Usporedujuci antioksidacijske kapacitete utvrdena je varijabilnost u ovisnosti o
primijenjenoj metodi. Tako je primjenom DPPH metode veéi antioksidacijski kapacitet uocen
kod 3D ispisanih proizvoda (299,06 + 0,21 umol TE/100 g) u odnose na svjeze plodove (295,73
+ 0,21 pmol TE/100 g). Primjenom FRAP metode, zamijeéen je obrnut trend, te tako svjeZzi
plodovi jagoda imaju vecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta (1030,80 + 17,26 pmol
TE/100 g) u odnosu na 3D ispisane proizvode (862,00 + 17,26 pumol TE/100 g). Komparacijom
mase plodove jagoda i antioksidacijskog kapaciteta primijeceno je kako razli¢ita masa plodova
jagoda nije statisticki znacajno djelovala na antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom.
Medutim, primjenom FRAP metode uoceno je kako je vrijednost antioksidacijskog kapaciteta
veca kod plodova mase <15 g i mase >30 g, medu kojima nema statisticki znacajne razlike, u
odnosu na mase jagoda u rasponu od 15-30 g koje pokazuju manju vrijednost antioksidacijskog

kapaciteta.

Prosje¢na vrijednost monomernih antocijana u svjezim 1 3D ispisanim proizvodima na
bazi jagode iznosi 16,35 + 0,15 mg/100 g. Prosje¢na vrijednost antioksidacijskog kapaciteta
mjerenog DPPH metodom iznosi 297,39 + 0,15 pmol TE/100 g, dok vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta mjerenog FRAP metodom iznosi 946,38 + 12,21 umol TE/100 g.
Kako bi se osigurala visa razina to¢nosti rezultata te odredila njihova korelacija i sljedivost,
Thaipong i sur. (2006) su usporedivali ABTS, DPPH, FRAP i ORAC metode analize
antioksidacijskog kapaciteta te zakljucili kako je potrebno provoditi barem dva navedena testa.
Autori takoder isticu vaznost razumijevanja mehanizma svake metode te odabira

najprikladnijih prije provedbe analiza antioksidacijskog kapaciteta (Thaipong i sur., 2006).
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Tablica 4. Udjeli monomernih antocijana i antioksidacijski kapacitet u svjezim i 3D ispisanim

proizvodima na bazi jagode u ovisnosti o0 vrsti proizvoda i masi plodova jagode

Izvor varijacije n ANT DPPH FRAP
Vrsta proizvoda p<0,017 p<0,017 p<0,017
Svjezi plodovi 6 | 18,81+0,21% | 295,73 +0,21° | 1030,80 + 17,262
3D ispisani proizvodi | 6 | 13,89+0,21° | 299,06 +0,21* | 862,00+ 17,26°
Masa p<0,017 p = 0,22} p=0,02
<15¢ 4 | 17,74+0,26° | 297,40+ 0,26* | 966,93 + 21,14
15-30 g 4 | 15,93+0,26" | 297,76 + 0,26 | 875,17 + 21,14°
>30 g 4 | 1538+0,26° | 297,02 +0,26* | 997,03 + 21,142
Prosjek 12 | 16,35+0,15 | 297,39+0,15 | 946,38 +12,21

*Srednje vrijednosti oznaCene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05. ANT —
Monomerni antocijani (mg/100g); Antioksidacijski kapacitet izmjeren DPPH metodom (umol TE/100 g);
Antioksidacijski kapacitet izmjeren FRAP metodom (umol TE/100 g)

4.3. UTJECAJ MASE PLODOVA JAGODE NA BIOAKTIVNA SVOJSTVA SVJEZIH
PLODOVA JAGODA 1 3D ISPISANIH PROIZVODA NA BAZI JAGODA

Na temelju rezultata prikazanih u tablici 5 je utvrdeno kako postoje varijacije u
bioaktivnim svojstvima svjezih plodova i 3D ispisanih proizvoda na bazi jagoda u ovisnosti 0
razli¢itim masama plodova. Kod svjezih plodova jagoda primijeceno je kako postoje varijacije
u sadrzaju ukupnih fenolnih spojeva u ovisnosti 0 masi plodova. Tako su vecu vrijednost
pokazali plodovi mase >30 g (154,71 + 2,62 mg/100 g) u odnosu na plodove mase <15 g (147,13
+ 2,62 mg/100 g). Zanimljivo je kako se udio ukupnih fenolnih spojeva (engl. Total Phenolic
Compounds, TPC) u plodovima mase 15-30 g statisticki znacajno ne razlikuje u odnosu na
plodove mase <15 g te one >30 g. Promatrajuci podskupine fenolnih spojeva primijeceno je
kako na udio hidroksicimetnih kiselina, flavonola i kondenziranih tanina statisticki znac¢ajno
nije utjecala razli¢ita masa plodova jagoda. Jedinu iznimku predstavljaju ukupni flavonoidi kod
kojih je utvrden veci udio u plodovima mase <15 g (106,4 + 1,36 mg/100 g) i mase >30 g
(105,29 + 1,36 mg/100 g), dok je kod plodova mase u rasponu od 15-30 g utvrden manji udio
ukupnih flavonoida (97,74 + 1,36 mg/100 g).

Usporedno, kod 3D ispisanih proizvoda primijeceno je kako postoje varijacije u udjelu
ukupnih fenolnih spojeva te ukupnih flavonoida u istom slijedu kao i kod svjezih plodova. Tako
je utvrdeno kako najvecu vrijednost ukupnih fenolnih spojeva kod 3D ispisanih proizvoda imaju

oni proizvedeni od plodova jagoda mase <15 g (120,90 + 2,34 mg/100 g), zatim ih slijede
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proizvodi od plodova jagoda mase od 15-30 g (106,67 + 2,34 mg/100 g) te naposlijetku
proizvodi od plodova mase >30 g (90,80 + 2,34 mg/100 g). Ovdje se moze primijetiti
degradacija u ovisnosti o masi plodova, dakle §to je ve¢a masa plodova jagoda to je manji udio
ukupnih fenolnih spojeva u 3D ispisanim proizvodima. Uzimajuéi u obzir podskupine fenolnih
spojeva, vidljivo je da vrijednosti ukupnih flavonoida variraju u ovisnosti 0 masi plodova. Tako
3D tiskani proizvodi od plodova mase <15 g imaju najveéu vrijednost ukupnih flavonoida
(79,54 + 1,36 mg/100 g), dok izmedu plodova mase od 15-30 g i onih >30 g nema statisticki
znacajne razlike. Medutim, isto kao i kod svjezih plodova, tako 1 kod 3D ispisanih proizvoda
nema statisticki znacajne razlike u vrijednostima hidroksicimetnih Kiselina, flavonola i

kondenziranih tanina u ovisnosti o masi plodova.

Na temelju rezultata prikazanih u tablici 6 vidljivo je kako masa plodova jagode utjece
na udjele monomernih antocijana i antioksidacijski kapacitet u svjezim i1 3D ispisanim
proizvodima na bazi jagode. Uoceno je kako kod svjezih plodova najveéi udio antocijana
odreden u plodovima najmanje mase (< 15 g), dok medu plodovima iz kategorija 15-30g i >30g
nije bilo statisticki znac¢ajnih razlika u udjelima monomernih antocijana. Slican trend uocen je
1 medu 3D ispisanim proizvodima, gdje je najveca vrijednost monomernih antocijana utvrdena
kod proizvoda od plodova jagode mase <15 g (15,96 + 0,30 mg/100 g), pri ¢emu se sadrzaj
antocijana nije znacajno razlikovao za 3D ispisane proizvode nacinjene od jagoda iz kategorija
15-30 g (13,42 + 0,30 mg/100 g) i >30 g (12,28 + 0,30 mg/100 g). Iz ovih rezultata je vidljivo
da se uslijed prerade sadrzaj antocijana smanjuje, Sto je u skladu s literaturnim podacima gdje
se navodi da su antocijani kemijski izrazito nestabilni spojevi podlozni razgradnji pod utjecajem
temperature, svjetlosti, pH, kisika i mnogih drugih ¢imbenika (Wu i sur., 2018). Veliki gubitak
antocijana u hrani povezan je s reakcijom razgradnje tijekom procesa zagrijavanja hrane (Jiang
i sur., 2019).
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Tablica 5. Utjecaj mase plodova jagode na udjele polifenolnih spojeva u svjezim i 3D ispisanim proizvodima na bazi jagode

TPC HCA FL TF CT
Izvor varijacije N
p =0,05" p = 0,08* p = 0,66 p = 0,54 p=0.,03"
<15g 2 | 147,13+2,62° 41,89 + 1,29° 2391+096° | 106,40+136° | 6,93 0,16
Svjezi
lodou 15-30g | 2 | 137,79+262%° | 37,52+1,29° 23,67 + 0,96 97,74 + 1,36 6,60 + 0,167
odovi
>30g 2 154,71 + 2,62° 44,90 + 1,29° 24.68+096° | 10529+136° | 6,95=0,16°
p<0,01f p = 0,19 p = 0,66 p = 0,541 p=0,01
<15g 2 120,90 + 2,343 65,93 + 1,29 38,87 + 0,96° 79,54 + 1,36° 6,11 + 0,167
3Dispisant [y a0 | o | 10667234 | 6403+129° | 3877+096° | 6529+136° | 568<0,16°
proizvodi
>30g 2 90,80 + 2,34¢ 62,18 + 1,29° 38,14 + 0,96 66,25 + 1,36° 5,19 + 0,162
Prosjek 12 | 126,33+1,01 52,74 +0,53 31,34+ 0,39 6,24 + 0,07 86,75+ 0,55

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki razlikuju na p < 0,05. TPC — ukupni fenolni spojevi (mg/100 g); HCA — hidroksicimetne kiseline
(mg/100 g); FL - flavonoli (mg/100 g); TF — ukupni flavonoidi (mg/100 g); CT — kondenzirani tanini (mg/100 g)
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Mogu¢i uzrok razlike sadrzaja monomernih antocijana u svjezim i1 3D tiskanim
uzorcima je osjetljivost antocijana na povisenu temperaturu kojoj je smjesa za 3D ispis bila
izloZena uslijed zagrijavanja kako bi se dobila zeljena homogena konzistencija. Pretpostavka
je u skladu s drugim istrazivanjima u kojima je utvrdeno Smanjenje antocijana u rasponu od 5
% do 44 % u pasteriziranim jagodama, pireima i pulpi jagoda (Salazar-Orbea i sur., 2021).
Takoder, Marszatek 1 sur. (2015) su zabiljezili razgradnju antocijana (oko 43 %) nakon
konvencionalne termic¢ke obrade kod pirea od jagoda zagrijavanog na 90 °C tijekom 15 minuta.
Isto tako, primjeceno je kako nema statisticki znacajne razlike u antioksidacijskim kapacitetima
odredivanim DPPH i FRAP metodama neovisno o masi plodova niti kod svjezih plodova niti

kod 3D ispisanih proizvoda.

Tablica 6. Utjecaj mase plodova jagode na udjele monomernih antocijana i antioksidacijski
kapacitet u svjezim i 3D ispisanim proizvodima na bazi jagode

Izvor varijacije ANT DPPH FRAP

n p = 0,26 p = 0,26* p = 0,08
Svjeziplodovi | <159 | 2 | 19,51+0,41% | 295,77 + 0,372 | 1004,00 + 29,90
15-30g | 2 | 18,43+0,41° | 296,40 +0,37% | 963,53 + 29,90°
>30g 2 | 18,48+0,41° | 295,01+ 0,37 | 1124,70 + 29,90°

p<0,01f p = 0,26 p =0,08¢
3D ispisani <159 | 2 | 15,96+0,30* | 299,02 +0,37% | 929,84 29,90
proizvodi 15-30g | 2 | 13,42+0,30° | 299,12 +0,37% | 786,81 +29,90°
>30g | 2 | 12,28+0,30° | 299,02 +0,37% | 869,34 = 29,90

Prosjek 12 | 16,35+0,15 | 297,39+0,15 | 946,38+ 12,21

*Srednje vrijednosti oznagene razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki razlikuju na p <0,05. ANT —monomerni
antocijani (mg/100g); Antioksidacijski kapacitet izmjeren DPPH metodom (pmol TE/100 g); Antioksidacijski
kapacitet izmjeren FRAP metodom (pumol TE/100 g)
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5. ZAKLJUCCI

1.

Razli¢ita masa plodova jagoda utjece na vrijednosti topljive suhe tvari i pH u svjezim
plodovima, dok u 3D ispisanim proizvodima masa plodova znacajno ne utjeCe na
navedene parametre.

Neovisno o masi plodova, svjezi plodovi jagoda sadrze veci udio ukupnih fenola,
flavonoida, antocijana i kondenziranih tanina u usporedbi s 3D ispisanim proizvodima,
dok 3D ispisani proizvodi sadrze veée udjele hidroksicimetnih kiselina i flavonola.
Masa plodova znacajno utje¢e na udjele bioaktivnih spojeva u svjezim plodovima
jagode. Tako plodovi mase <15 g imaju najveci udio ukupnih fenola i antocijana, u
usporedbi s plodovima masa 15-30 g i >30g.

Veli¢ina plodova jagoda znacajno utjece i na bioaktivni sastav 3D ispisanih proizvoda
pri ¢emu su proizvodi pripremljeni od plodova mase <15 g imali vece udjele ukupnih
fenola, flavonoida te antocijana u odnosu na 3D ispisane proizvode proizvedene od
plodova jagode masa 15-30 g i >30g.

Razlika u masi plodova jagode nije znafajno utjecala na antioksidacijski kapacitet
odreden DPPH i FRAP metodama niti kod svjezih plodova jagode, niti kod 3D ispisanih
plodova jagode. Ipak, primjenom DPPH metode odreden je ve¢i antioksidacijski
kapacitet u 3D ispisanim proizvodima, dok je primjenom FRAP metode odreden veci
antioksidacijski kapacitet u svjezim plodovima jagode.

U zakljuéku, prema rezultatima ovog istraZivanja, za preradu jagoda u funkcionalne 3D
ispisane proizvode poZeljno je odabrati jagode najmanje mase (< 15 g) obzirom su se

iskazale ve¢im bioaktivnim potencijalom kako u svjeZem obliku, tako i u preradi.
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IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Ja INES SOSTARIC 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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