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1. UVOD

Prehrambena industrija ubrzano se razvija i prilagodava novim trendovima. Svijest i zahtjevi
potroSaca dovode do potrebe kreiranja inovativnih proizvoda novih tekstura i struktura s
dodanom vrijednoS¢u. Takvim zahtjevima teSko je udovoljiti primjenom konvencionalnih
proizvodnih tehnologija. Upravo je zato 3D tisak privukao znacajnu pozornost zbog svog
potencijala da promijeni nacin na koji proizvodimo i konzumiramo hranu. Ova tehnologija
omogucuje preciznu kontrolu nanosSenja materijala sloj po sloj, omogucujuci stvaranje slozenih
1 prilagodenih struktura te receptura. Zbog tih karakteristika pokazala se kao idealna tehnologija
u proizvodnji hrane za skupine ljudi s posebnim prehrambenim potrebama. Obzirom da je
proizvodnja bezglutenskih proizvoda osobito zahtjevna i u nutritivnom i u tehnoloskom smislu,
primjena 3D tiska ima veliki potencijal u kreiranju takvih proizvoda.

Za osobe s celijakijom ili necelijakijskom osjetljivos¢u na gluten, konzumacija proizvoda
koji sadrze gluten moze dovesti do Stetnih ucinaka na zdravlje. Kao rezultat toga, doslo je do
porasta potraznje za alternativama bez glutena koje mogu ponoviti senzorne atribute i nutritivne
kvalitete tradicionalnih snack proizvoda.

Uspjesan 3D tisak snack proizvoda bez glutena zahtijeva razvoj specijaliziranih formulacija
tijesta koja pokazuju odgovarajuca reoloska svojstva i karakteristike ispisa. Postizanje optimalne
kvalitete tiska 1 svojstava kona¢nog proizvoda zahtijeva duboko razumijevanje interakcija
izmedu razli¢itih komponenti u smjesi za tijesto, kao i u¢inaka enzima i aditiva.

Ksilanaza, enzim koji moZe razgraditi hemicelulozu, djeluje na viskoelasti¢na svojstva
tijesta bez glutena te omogucava bolje upijanje vode, a Sto doprinosi rastezljivosti tijesta.
Lakaza, s druge strane, pokazuje potencijal u poboljSanju strukture i1 teksture proizvoda bez
glutena kroz enzimsko umreZavanje biopolimera (Sato i sur., 2015). Nadalje, dodatak psilijuma,
topljivog vlakna s izvrsnom sposobnosS¢u zadrzavanja vode, ima potencijal za daljnje
poboljsanje svojstava tijesta i ukupne kvalitete bezglutenskih snack proizvoda (Mariotti i sur.,
2009).

Cilj ovog diplomskog rada bio je ispitati utjecaj dodatka enzima lakaze 1 ksilanaze na
reoloska svojstva te kvalitetu tiska bezglutenskog tijesta s dodatkom psilijuma kao i utjecaj na

kvalitetu gotovog 3D tiskanog snack proizvoda.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PERSONALIZIRANA PREHRANA

Poznato je da prehrana ima veliki utjecaj na nase zdravlje, posebice u prevenciji nekih
bolesti, kao $to su bolesti krvozilnog sustava i srca, neurodegenerativne bolesti i bolesti mozga,
dijabetes tipa 2 te tumora (Ordovas i sur., 2018). Ve¢ dugi niz godina raste interes za hranom
koja ima pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje te se povecao interes za personaliziranom
prehranom. Personalizirana prehrana koristi specificne informacije za pojedinca, utemeljene na
znanstvenim dokazima, u promicanju promjene prehrambenog ponasanja koja moze rezultirati
mjerljivim zdravstvenim prednostima. Ova personalizacija se moze temeljiti na bioloSkim
dokazima o razli¢itim odgovorima na hranu ili hranjive tvari koji ovise o genotipskim ili
fenotipskim karakteristikama, i/ili na temelju trenutnog ponasanja, preferencija, prepreka i
ciljeva (Ordovas i sur., 2018). Personalizirana prehrana definira se kao pristup koji koristi detalje
individualnih karakteristika kako bi se razvio paket prehrambenih savjeta, proizvoda ili usluga
(Chaudhary i sur., 2020). Gibney i sur. (2016) objasnili su to kao perspektivu koja "pomaze
pojedincima u postizanju trajne promjene ponasanja u prehrani koja je korisna za zdravlje".

Proizvodnja takve personalizirane hrane susre¢e se s nekoliko izazova. Jedan od
primarnih izazova u proizvodnji personalizirane prehrane je odabir odgovarajucih sirovina.
Sastav hranjivih tvari kljucan je ¢imbenik kada se zele zadovoljiti individualni prehrambeni
zahtjevi. Razli¢iti pojedinci mogu imati jedinstvene prehrambene potrebe, zahtijevajuci
specificne profile vitamina ili minerala ili odredene omjere makronutrijenata. Stoga nabava
sirovina s tocno odredenim sastavom hranjivih tvari postaje sloZzen zadatak. Nadalje,
prilagodavanje prehrambenim preferencijama kao $to su veganske opcije, opcije bez glutena ili
bez alergena dodaje jo$ jedan sloj slozenosti. Jedan od izazova je i masovna proizvodnja koja
predstavlja problem ne samo zbog dobivanja jedinstvenog prehrambenog sadrzaja i jedinstvenih
senzorskih svojstava, ve¢ i zbog jamstva sigurnosti za odgovaraju¢i rok trajanja odrzavajuci
stabilnu hranu tijekom odgovaraju¢eg vremenskog razdoblja (Ordovas i sur., 2018) .

Jos neki od izazova koji se nalaze na putu proizvodnje personalizirane prehrane ukljucuju
- (1) ogranicenja zbog redukcionistickih pristupa koji se mogu prevladati upotrebom tehnologija
vodenih podacima kao §to su umjetna inteligencija 1 strojno ucenje; (ii) potrebu za izgradnjom
personalizirane racunalne infrastrukture prehrane; (iii) potrebu za standardizacijom podataka i

azuriranim programima obuke za korisnike; nedosljednosti 1 nedostajuce vrijednosti u



elektronickim zdravstvenim kartonima rezultiraju (iv) nedostatkom i1 nedosljednos¢u podataka
Sto naglaSava potrebu za razvojem novih metoda za unos podataka (Verma 1 sur., 2018).

Jedna od tehnologija koja se pokazala obecavaju¢om u proizvodnji personalizirane hrane
je 3D tisak. 3D tisak pruza Siroku lepezu potpuno personalizirane hrane koja precizno odgovara
potrebama, ukusu i nacinu prehrane ljudi razli¢ite dobi, spola, zanimanja i1 zdravog stila Zivota
prilagodavajuci sastav, teksturu, boju ili strukturu preferencijama i potrebama korisnika (Dankar
i sur., 2018). 3D tiskom izravno moZemo kontrolirati §to stavljamo u hranu pa tako mozemo
dodati prilagodene koli¢ine nekih hranjivih tvari kao $to su proteini ili Secer te vitamine ili
minerale. Osim kontrole sastava omogucéuje i potpunu kontrolu nad oblikom i dimenzijama
proizvoda Sto se ne moze posti¢i drugim tehnologijama. To se pokazalo korisnim za ljude koji
imaju problema s gutanjem odnosno disfagiju (Hemsley i sur., 2015; Pant i sur., 2021).

S obzirom na moguénost kontrole sastava, 3D tisak pokazao se kao dobro rjeSenje u
proizvodnji bezglutenskih proizvoda. Potraznja za bezglutenskim proizvodima porasla je
posljednjih godina jer se probudila svijest o celijakiji te drugim oblicima intolerancije na gluten.
U bezglutenskim proizvodima najcesce se koriste brasna heljde, kukuruza i rize (Palabiyik 1 sur.,
2016). S obzirom da u tim brasnima nije prisutan gluten koji ¢e stvoriti mrezu u tijestu, ta tijesta
su tekuéa zbog Cega je rukovanje njima teSko, a uz to, rezultiraju proizvodima s loSom
nutritivnom vrijedno$¢u (Xu 1 sur., 2020). Kako bi se taj problem rijeSio Cesto se koriste
hidrokoloidi. Hidrokoloidi su skupina polisaharida topivih u vodi. U bezglutenskim tijestima
hidrokoloidi oponaSaju neka reoloska svojstva glutena ¢ime poboljSavaju strukturu, volumen,
teksturu, okus i ukupnu kvalitetu gotovih proizvoda te produljuju rok trajanja (Culetu i sur.,
2021). Osim hidrokoloida za poboljsanje kvalitete bezglutenskih tijesta moguce je dodati Skrob,
enzime, kiselo tijesto te regulatore kiselosti (Palabiyik i1 sur., 2016). U ovom radu umjesto
hidrokoloida koriSteni su enzimi lakaza i ksilanaza s obzirom da je malo dostupne literature
vezano za njihovo koriStenje u bezglutenskim tijestima. Problem bezglutenskih tijesta, osim u
proizvodnji, je 1 u njihovom manjku mikronutrijenata kao S$to su vitamin B 1 D te
makronutrijenata kao Sto su vlakna (Matas i sur., 2022). Kako bi se poboljSala nutritivna
kvaliteta bezglutenskih proizvoda u tijesto se mogu dodati vlaknaste namirnice (Fratelli i sur.,
2018), poput psilijum praha. Psilijum je polisaharid dobiven iz ljuske sjemena biljaka roda
Plantago (Farahnaky i sur., 2010). Odlic¢an je izvor topivih 1 netopivih vlakana (Yu i sur., 2001).
Nedavno je prepoznat zbog svojih ucinaka na snizenje kolesterola i laksativnog djelovanja

(Farahnaky i sur., 2010).



2.2. SNACK PROIZVODI

Snack proizvodi mogu se definirati kao brzi obroci odnosno hrana koja se konzumira izmedu
obroka (Riaz, 2016). Ubrajaju se u kategoriju hrane spremne za jelo (engl. Ready-To-Eat-Food,
RTE) tj. hrane koja se moZze konzumirati bez toplinske obrade ili druge vrste procesiranja
(EFSA, 2022).

Ovisno o tehnologiji proizvodnje 1 sastavu razlikuju se 3 kategorije snack proizvoda:

1) Snack proizvodi prve generacije — prirodni proizvodi poput oraSastih plodova,
¢ipsa 1 kukuruznih kokica

2) Snack proizvodi druge generacije — proizvodi od jednog sastojka jednostavnoga
oblika poput kukuruznoga/tortilja ¢ipsa i1 direktno ekspandiranih proizvoda

3) Snack proizvodi tre¢e generacije (polu-proizvodi ili peleti) — proizvodi od vise
sastojaka dobiveni kuhanjem ekstruzijom pri niskom tlaku i susenjem do

otprilike 10 % vlage (Riaz, 2016)

Zbog svoje prakti¢nosti 1 pristupacnosti, potraznja za snack proizvodima je u porastu jer se
uslijed ubrzanog nacina zivota mijenjaju Zivotne i prehrambene navike potrosaca (Riaz, 2016;
Brennan i sur, 2013). Uz to, mijenja se i svijest potrosaca o sastavu hrane koju konzumiraju.
Potrosaci traze zdravije snack proizvode s malo kalorija, masnoca, soli i Secera, a ve¢im udjelom
cjelovitih zitarica, vlakana, posija, zobi, sjemenki, orasastih plodova i bobicCastoga voca, te
proizvode bez umjetnih bojila, okusa 1 sladila koji ¢e im dati osjecaj sitosti i imati pozitivan
utjecaj na zdravlje (Crofton i sur., 2013). Da bi udovoljili potrebama potrosaca proizvodaci se
okre¢u novim formulacijama obogacenima sastojcima koji povecavaju nutritivnu vrijednost
proizvoda (Brennan 1 sur., 2013). Najvise paZnje pridali su istrazivanju razvoja inovativnih
snack proizvoda na bazi zitarica koje koriste raznolik raspon specificnih prehrambenih 1
funkcionalnih sastojaka hrane kao S$to su cjelovite Zitarice, vlakna, antioksidansi i omega-3
masne kiseline (Crofton i sur., 2013). Neki od primjera primjene zitarica u proizvodnji snack
proizvoda su snack od pira obogacéen betainom (Koji¢ i sur., 2022) te dodatak amaranta i kvinoje

u snack proizvod na bazi kukuruza (Diaz 1 sur., 2013).



2.3. 3D TISAK

3D tisak je tehnologija koja moze napraviti trodimenzijski objekt, nanoSenjem sloj po
sloj materijala prema digitalnom nacrtu. Dizajn objekta izraduje se programom oblikovanja s
pomocu racunala (engl. Computer Aided Design, CAD). 3D tisak karakterizira nova razina
slobode dizajna, moguce je izraditi vrlo slozene oblike i unutarnje strukture koje se do sada nisu
mogle proizvesti. Michler (2014) smatra kako 3D tisak ne¢e samo preispitati mo¢ strukturiranja
u industrijskoj proizvodnji, nego ¢e protresti ekonomski svijet u cijelosti. Ova nova tehnologija
se ¢ak smatra potencijalnim pokretacem nove industrijske revolucije (Berman, 2012). Takoder,
jedna od velikih prednosti 3D tiska je to Sto je odrziva tehnologija. Primjenom 3D tiska smanjuje
se negativan ucinak na okoli$, jer se koristi manje sirovine, a proces zahtjeva manju potrosnju
energije. Uz to, smanjuje se i koli¢ina proizvedenog otpada s obzirom da je 3D tisak vrlo
ucinkovit proces koji moze spojiti viSe koraka proizvodnje u jedan, a i hrana koja nije narucena

nece se printati (Dankar i sur., 2018).

2.3.1. Proces 3D tiska

Tehnologija 3D tiska koja se najceS¢e koristi u prehrambenoj industriji je metoda
aditivne proizvodnje. Aditivna proizvodnja je proizvodnja koja se bavi izradom predmeta
nanoSenjem cestica u tankim slojevima jedan na drugi. U usporedbi sa tradicionalnim pisa¢ima,
3D pisaci kao tintu koriste razne arhitektonske i strojarske materijale te hranu. 3D tiskom
proizvode se dijelovi i modeli hrane ili strojeva. Tehnologija 3D tiska se uglavnom sastoji od tri
komponente: racunala, softvera i motora samog pisaca. Proizvodnja 3D tiskom moze se
rasporediti u Cetiri glavna koraka. Prvo se model izraduje putem CAD-a. Zatim se ta datoteka
prevodi u STL (engl. Standard Triangle Language) oblik datoteke. Nadalje, M 1 G kodovi se
ucitavaju na pisac. M kodovi su zasluzni za osna kretanja, a G kodovi su generirani na programu
za oblikovanje pomocu racunala koji imaju ulogu u odredivanju mjesta tiska i brzine (Baiano,

2020). Postavljaju se odredeni parametri tiska na 3D pisacu nakon ¢ega slijedi sam tisak.

2.3.2. Primjena 3D tiska u prehrambenoj industriji
U proteklih deset godina sve je veca upotreba 3D tiska u proizvodnji odredenih
prehrambenih proizvoda. Neki od najceS¢e proucavanih i proizvedenih proizvoda ovom
tehnologijom su ¢okolada (Mantihal i sur., 2017), tijesto (Severini i sur., 2016), sir (Kim 1 sur.,

2017), mjesavine voca i povréa (Severini i sur., 2018), hidrogelovi (Yang i sur., 2018) kao i



kombinirani praskasti prehrambeni materijali koji su se koristili za proizvodnju uravnotezenog
obroka (Diaz 1 sur., 2016). Medutim, nisu svi materijali pogodni za upotrebu. Materijali trebaju
imati odredenu sposobnost tecenja kako bi se mogli istisnuti iz mlaznice, ali takoder moraju biti
i stabilne strukture da bi mogli zadrzati svoju strukturu nakon ispisa zbog cega je vazno je
poznavati svojstva zeliranja, reoloska svojstva kao 1 svojstva taljenja sastojaka. Osim toga, treba
uzeti u obzir i otpornost sastojaka na toplinu, svojstva kuhanja kao i razna druga biokemijska i
mikrobioloska svojstva. Provedeni su brojni testovi u kojima se ispitivala podobnost odredenih
materijala za primjenu u ovoj tehnologiji. Ti testovi ukljucivali su detekciju viskoznosti,
konzistencije i svojstva skruéivanja i na temelju njih pokazano je da su krema, cokolada i
Skrobna hrana (tijesta) idealni eksperimentalni materijali za koriStenje u ove svrhe (Luimstra,
2014). Jedno od rjeSenja koje bi omogucilo primjenu vecine prirodnih prehrambenih materijala,
kao $to su povrée i meso u 3D tisku je dodavanje hidrokoloida, na primjer ksantan gume i
zelatine kako bi se postigle zeljene teksture (Cohen i sur., 2009). Brojna istrazivanja pokazala
su da je kod hrane koja ne treba naknadnu obradu, kao §to su cokolada i sir, potrebno procijeniti
kako ¢e odredena reoloSka 1 mehanicka svojstva upotrjebljenih materijala utjecati na moguénost
tiska (Yang 1 sur., 2018) te kako onda ti odredeni parametri tiska utjecu na to¢nost tiska (Hao i
sur., 2010). S druge strane, kod hrane koja zahtjeva naknadnu obradu, kao Sto su tijesto i meso,
treba uzeti u obzir kako ¢e toplinska obrada utjecati na 3D konstrukciju, sposobnost 3D strukture

da izdrzi toplinske operacije bez gubitka 3D dizajna (Lipton i sur., 2010).

2.3.3. Vrste tehnologija 3D tiska hrane

3D tisak je tehnologija kojom se stvara hrana po principu sloj po sloj. Ti slojevi moraju
biti dovoljno kruti i ¢vrsti da mogu izdrzati vlastitu tezinu i tezinu naknadnih slojeva kako ne bi
doslo do znacajne deformacije ili promjene oblika (Jiang i sur., 2019; Liu i sur., 2018).
Razvijene su Cetiri tehnologije 3D tiska. Kod selektivnog laserskog sinteriranja koristi se laser
(Slika 1.) dok se kod sinteriranja vru¢im zrakom koristi vruéi zrak (Slika 2.) kao izvor
sinteriranja za spajanje Cestica praha i stvaranja krutog sloja. Sinterirani materijal formira dio
proizvoda, dok nesinterirani materijal ostaje na mjestu i ima funkciju podupiranja strukture. Prah
koji koristimo se zagrijava tocno ispod toCke taljenja materijala te se na taj naCin smanjuje
toplinska distorzija i olakSava se spajanje s prethodnim slojem. Ovakav nacin pokazao se
prikladnim samo za materijale s velikim udjelom Secera i masti i s relativno niskom tockom

taljenja (Jie Sun i sur., 2015).
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Slika 1. Sinteriranje vru¢im Slika 2. Selektivno lasersko
zrakom (Jie Sun i sur., 2015) sinteriranje (Jie Sun i sur., 2015)

Sljedec¢a tehnologija je proizvodnja taljenjem i ekstruzijom (Slika 3.) gdje se otopljent,
polucvrsti prehrambeni polimer ekstrudira, skrucuje se gotovo odmah nakon ekstruzije 1 spaja s
prethodnim slojem. Ovaj nacin proizvodnje koristio se za izradu 3D ¢okoladnih proizvoda s
nekim posebnim zahtjevima (Causer, 2009). Pisace za hranu koji rade na temelju ekstruzije
obi¢no karakterizira kompaktna veli¢ina i niski troskovi odrzavanja, ali su uvelike ograniceni
izborom materijala, dugim vremenom izrade i mogucim raslojavanjem ukoliko dode do

fluktuacije temperature (Jie Sun i sur., 2015).
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Slika 3. Tehnologija proizvodnje taljenjem i ekstruzijom (Jie Sun i sur., 2015)

Kod tiska primjenom tekuceg vezivnog sredstva u mlazu svaki sloj praha je ravnomjerno

rasporeden po platformi za izradu, a tekuce vezivo se Sprica sa funkcijom povezivanja dva



uzastopna sloja praha kao §to je prikazano na slici 4 (Sachs 1 sur., 1992). Prije pocetka izrade
potrebno je rasprSiti sloj vodene magle koji ¢e stabilizirati praSkasti materijal. IspuStanje
tekuceg veziva u mlazu nudi prednosti poput brze izrade i1 niske cijene materijala, ali veliki su
nedostaci jer ju karakterizira gruba zavrSna obrada i visoka cijena stroja. Takoder, pogodna je

samo za praSkaste sirovine (Jie Sun i sur., 2015).

Dispensing Array ]

Liguid Binder

Slika 4. Tisak primjenom tekuceg vezivnog sredstva u mlazu (Jie Sun i sur., 2015)

Kod tintnog tiska koriste se mlaznice s pneumatskim membranama koje doziraju kapljice
tinte za hranu na neki materijal koji se mice (Slika 5.). Zbog toga je ovaj na¢in svoju primjenu

nasao pri izradi kolaci¢a, peciva i kolaca (Jie Sun i sur., 2015).

Slika 5. Tintni tisak (Jie Sun i sur., 2015)



2.4. ENZIMI U PREHRAMBENOJ INDUSTRIJI

Enzimi su katalizatori bioloskih procesa. Kao svaki drugi katalizator, enzim dovodi
reakciju u ravnotezno stanje brze nego $to bi se to inace dogodilo (Aehle, 2004).

Enzimi imaju vaznu ulogu u proizvodnji hrane, jer kataliziraju razne reakcije koje utje¢u
na boju, okus ili teksturu, a time 1 na kvalitetu hrane. Neke od ovih reakcija mogu biti pozeljne,
dok su druge nepoZeljne i uzrokuju neZeljenu promjenu boje ili neugodan okus u hrani. Svaki
enzim ima jedinstvenu strukturu ili konformaciju, Sto mu omogucuje da se veze za svoj
specifi¢ni supstrat i katalizira reakciju. Kada je reakcija zavrSena, enzim se oslobada kako bi
ponovno djelovao kao katalizator. Svi enzimi imaju optimalnu temperaturu i pH raspon unutar
kojeg Ce se reakcija odvijati najbrze. Toplina ili promjene u pH denaturiraju enzime, otezavajuci
ili onemogucéavaju¢i im da se pri¢vrste na odgovarajuce supstrate i tako ih deaktiviraju
(Vaclavik, 2014).

Ako je u obradi hrane potrebna enzimska reakcija, vazno je osigurati postizanje
optimalnog pH 1 raspona temperature za taj enzim. Izvan optimalnog raspona, reakcija ¢e se
odvijati sporije ili uop¢e nec¢e do¢i do nje. Iz tog razloga mora se izbjegavati toplinska obrada.
Ako to nije moguce, enzim se mora dodati nakon toplinske obrade i nakon hladenja. S druge
strane, ako je djelovanje enzima nepozeljno, enzimi se moraju inaktivirati. To se obi¢no postize
toplinskom obradom, iako se moze posti¢i i dodavanjem regulatora kiselosti za promjenu pH
vrijednosti. Primjeri poZeljnih enzimskih reakcija ukljucuju zgrusavanje mlijeka pomocu sirila,
Sto je prvi korak u proizvodnji sira. Jedan od primjera nezeljenih enzimskih reakcija ukljucuju
enzimsko tamnjenje, koje se dogada kada je voce i povrée oste¢eno, zbog djelovanja polifenol
oksidaze, 1 uzrokuje nezeljenu promjenu boje (Vaclavik, 2014). Habus i sur. (2021) primjetili su
iste promjene tijekom 3D tiska tijesta.

Enzimi imaju jako veliku ulogu u prehrambenoj industriji, jer su je na mnoge nacine
unaprijedili. Prvo i najvaznije je da se enzimi koriste kao alternativa tradicionalnoj tehnologiji
koja se temelji na aditivima (Whitehurst i van Oort, 2010). Enzimi koji se dodaju hrani smatraju
se pomoc¢nim sredstvima za preradu ako nemaju tehnolosku funkciju u gotovom proizvodu. To
je slucaj ako su potpuno inaktivirani tijekom obrade hrane ili ako zaostala aktivnost enzima ne
pokazuje nikakvu tehni¢ku funkciju u kona¢nom proizvodu. Prema uredbi (EG) br. 1332/2008,
pomocna sredstva za preradu ne moraju biti oznacena na deklaraciji (Europski parlament 1
Vijece Europske unije 2008). Upravo zbog toga enzimi se sve ¢eSce koriste kao zamjena za

aditive koje je potrebno navesti na deklaraciji u obliku E brojeva §to ljudi ¢esto negativno



dozivljavaju. No, primjenom enzima dobivaju se tzv. "clean label" proizvodi za kojima je
pokazan velik interes u zadnjih nekoliko godina. Nadalje, budu¢i da su enzimi specifi¢niji u
svom djelovanju nego kemijski reagensi, procesi katalizirani enzimima imaju manje popratnih
reakcija i nusproizvoda. Rezultat su kvalitetniji proizvodi i manje zagadenja (Whitehurst i van
Oort, 2010). Enzimi mogu katalizirati reakcije pod vrlo blagim uvjetima, omogucujuci blage
uvjete obrade koji ne uniStavaju nutritivna svojstva namirnica.

Pekarska industrija koristi enzime ve¢ stotinama godina za proizvodnju Sirokog spektra
proizvoda. Cak su i stari Egipéani koristili enzime endogeno prisutne u bragnu, iako nisu bili ni
svjesni uCinka. Medutim, tek u 20. stoljec¢u enzimi se pocinju koristiti kao poboljSivaci brasna.
Prva primjena enzima u pekarskim proizvodima bila je dopuna alfa-amilaze dodavanjem slada
kako bi se ispravila koncentracija endogene alfa-amilaze u brasnu. Kasnije je slad zamijenjen
mikrobnom alfa-amilazom koja ima pogodniju termostabilnost za pecenje (Aehle, 2004).
Pekarska industrija koristi enzime iz tri izvora, a to su endogeni enzimi u brasnu, enzimi
povezani s metabolickom aktivnoS¢u dominantnih mikroorganizama i egzogeni enzimi koji su
dodani u tijesto. Enzimi se obi¢no dodaju za modifikaciju reologije tijesta u proizvodnji peciva
1 keksa, za promjenu mekoce proizvoda pri izradi kolaca i za smanjenje stvaranja akrilamida u
pekarskim proizvodima. Enzimi se mogu dodavati pojedinacno ili u slozenim smjesama, koje
mogu djelovati sinergisticki u proizvodnji pekarskih proizvoda, a njihove su razine obi¢no vrlo
niske (Muzzalupo, 2013). Enzimi koji se najcesc¢e koriste su hidrolaze, proteaze, hemicelulaze i
oksidoreduktaze.

U ovom radu ispitivano je djelovanje enzima ksilanaza i lakaza.

2.4.1. Ksilanaza

Hemicelulaze su grupa enzima koji hidroliziraju hemicelulozu. Hemiceluloza je
heterogena skupina polisaharida koja se sastoji od ksilana, ksilobioze, arabinoksilana i
arabinogalaktana (Muzzalupo, 2013). Enzim ksilanaza ili endo-1,4-B-ksilanohidrolaza spada u
hemicelulaze i katalizira hidrolizu ksilana, glavnog sastojka hemiceluloze. Djeluje tako da
cijepa beta-1,4-D-ksilozidnu vezu u ksilanima (Aehle, 2004). Najvecu aktivnost pokazuju pri
hidrolizi polimernog lanca ksilana te brzina reakcije opada kako se lanac skracuje. Glavni
produkti hidrolize su ksilobioza, ksilotrioza i supstituirani oligomeri koji sadrze dva do Cetiri
ksilozilna ostatka (Bajpai, 2009).

Enzim ksilanaza proizvode gljivice, bakterije, kvasci, morske alge, protozoe, puzevi,
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rakovi, insekti, sjemenke itd. (Bajpai, 2009). Neke bakterije proizvode ksilanazu u ekstremnim
uvijetima kao Sto su visoke temperature ili visoki pH §to ¢ini tako dobiven enzim prikladnijim
za koriStenje u industriji. Pocetkom 1990-ih raste interes za ksilanazu. Ovaj enzim svoju
primjenu nasao je u raznim industrijama kao S$to je industrija celuloze i papira, industrija sto¢ne
hrane 1 prehrambena industrija. Uz to, pokazuje velik potencijal u proizvodnji ksilitola i etanola

Jedna od glavnih primjena ksilanaze u prehrambenoj industriji je u proizvodnji kruha.
Pokazalo se da ksilanaza znacajno utjeCe na kvalitetu kruha. Enzimskom hidrolizom neskrobnih
polisaharida dovodi do poboljsanja reoloskih svojstava tijesta, specificnog volumena kruha i
¢vrstoce mrvica (Sharma, 2017). Svojim djelovanjem pretvara u vodi netopljivu hemicelulozu u
topljivi oblik koji veze vodu u tijestu, ¢ime se smanjuje ¢vrstoca tijesta, povecava volumen te
stvaraju finije i jednoli¢nije mrvice (Butt i sur., 2008). Time znacajno poboljSava uvjete
proizvodnje jer se tijesto ne lijepi za dijelove strojeva (Rouau, 1993). Takoder, poboljsava i
snagu glutenske mreze, no ovdje toCan mehanizam djelovanja nije poznat (Sharma, 2017).
Ksilanaze razgraduju arabinoksilane na nacin da tako modificirani arabinoksilani poboljSavaju
elasti¢nost, stabilnost i razvoj tijesta. Dodatkom ksilanaza tijekom obrade tijesta povecat ¢e se
koncentracija arabino ksilooligosaharida u kruhu, $to ima povoljne u¢inke na ljudsko zdravlje

(Poutanen, 1997).

2.4.2. Lakaza

Lakaza (p-difenol oksidaza) je jedan od rijetkih enzima koji se proucava jo§ od 19.
stoljeca te je prvi put opisana 1883. godine (Yoshida, 1883). To je plava oksidaza koja sadrzi
bakar i Siroko je rasprostranjena u vaskularnim biljkama i gljivama (Lontie, 2018). Oksidaze se
mogu podijeliti na enzime koji prenose dva elektrona i enzime koji prenose Cetiri elektrona. Prva
skupina reducira dvoatomni kisik u vodikov peroksid, a druga ga reducira u vodu. Lakaza
pripada maloj grupi oksidaza koje mogu iskoristiti puni oksidacijski kapacitet dvoatomnog
kisika i svesti ga na dvije molekule vode (Lontie, 2018). Kao $to je ve¢ spomenuto, lakaza je
Siroko rasprostranjena u vaskularnim biljkama 1 gljivama, ali je takoder prisutna u bakterijama i
nekim insektima (Mayer i Staples, 2002). Lakaza ima Sirok raspon supstrata. Katalizira
oksidaciju bifenola, polifenola, aminofenola, poliamina 1 aril diamina. Uz to, jedini je enzim koji
samostalno razgraduje lignin (Zhang i sur.,, 2021) kako bi omogudila pristup drugim

ugljikohidratima u biljkama odnosno celulozi i hemicelulozi. Lakaza je zbog svoje sposobnosti
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oksidacije velikog broj supstrata privukla paznju znanstvenika. Svoju primjenu nasla je u
mnogim industrijama kao Sto su tekstilna, prehrambena, farmaceutska, kozmeticka, industrija
biogoriva, bioremedijacija, organska sinteza te u proizvodnji celuloze i papira.

Mnogi supstrati lakaze su vazni sastojci raznih namirnica i pi¢a. Modifikacijom tih
sastojaka lakazom mogu se dobiti novi funkcionalni proizvodi, moze se poboljSati kvaliteta te
smanjiti troskovi (Osma 1 sur., 2010). Zbog toga je nasla primjenu u raznim podrucjima
prehrambene industrije, pa se tako koristi kao aditiv za stabilizaciju vina 1 piva, u preradi voénih
sokova, pekarstvu, bioremedijaciji otpadnih voda iz prehrambene industrije te za geliranje
pektina Secerne repe.

Trenutno je velik interes za lakazu u pekarskoj industriji zbog njene sposobnosti
umreZavanja biopolimera. Si (1994) je predloZio da lakaza dodana u tijesto koje se koristi za
proizvodnju pecenih proizvoda moze imati oksidirajué¢i ucinak na sastojke tijesta i time
poboljsati ¢vrstoc¢u strukture glutena u tijestu i/ili peCenim proizvodima. KoriStenje lakaze
rezultira povecanim volumenom, poboljSanom strukturom mrvica, ve¢om meko¢om pecenog
proizvoda, kao 1 poveéanom ¢vrstoom, stabilnosti te doprinosi smanjenju ljepljivost, Cime se
poboljsava obradivost tijesta. U¢inak na tijesto je posebno dobar kada se koristi brasno loSe

kvalitete.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
Kao radni materijal u ovom istrazivanju koriStena je smjesa razli¢itih vrsta brasna i ostalih

sirovina od kojih je pripremljeno tijesto namijenjeno za 3D tisak snack proizvoda.
Brasna:

1. Bra$no batata (VG Fryer d.o.o0., Hrvatska)

2. Proseno brasno (Bezgluten Sp. z o. 0., Poljska)

3. Proteini rize (BIOfan FAN-Commerce d.o.0., Bosna i Hercegovina)

Ostale sirovine:

1. Psilijum u prahu (Biovega d.o.o., Hrvatska)

2. PraSak za pecivo (Podravka d.d., Hrvatska)

3. Suncokretovo ulje (Zvijezda plus d.o.o., Hrvatska)
4. Sol (Solana Pag d.d., Hrvatska)

5. Limunska kiselina (Safram d.o.o., Hrvatska)

6. Soda bikarbona (Podravka d.d., Hrvatska)

7. Vodovodna voda

Enzimi:
1. Enzim ksilanaza dobiven iz Bacillus subtilis (AB Enzymes GmbH, Njemacka)

2. Enzim lakaza dobiven iz Aspergillus sp. (Sigma-Aldrich Co., SAD)

3.2.METODE
3.2.1. Enzimski predtretman

Pribor i1 aparatura:

1. Vodena kupelj

2. Staklena laboratorijska boca s ¢epom
3. Analiticka vaga

4. Zligica

5. Ubodni pH metar testo 206 (Testo SE, Njemacka)
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Postupak:

Predtretman ksilanazom proveden je na nacin da je psilijum prah pomijeSan s vodom u
omjeru 1:40 te je smjesi dodana odgovarajuca koli¢ina enzima. Ksilanaza je dodana direktno u
gel psilijuma, jer je psilijum po svom sastavu arabinoksilan, supstrat na koji ksilanaza direktno
djeluje (Yu 1 Perret, 2003). Gel je inkubiran 16 sati na 55°C u vodenoj kupelji uz treSnju (120
rpm) prema uputama proizvodaca. Nakon inkubacije gel je dodan u zamjes kako je opisano u
potpoglavlju 3.2.2.

Preliminarnim istrazivanjima, koja nisu prikazana u ovom diplomskom radu, utvrdeno
je da se bolja aktivnost enzima lakaze postize dodatkom istog direktno u zamjes za tijesto.
Predtretman lakazom proveden je na nacin da je direktno u zamjes dodana odgovarajuca koli¢ina
enzima, a pripremljeno tijesto je zatim stajalo na sobnoj temperaturi 2, 4 ili 16 sati. Pri odabiru
optimalne koncentracije lakaze i ksilanaze ispitivane su koncentracije od 10, 50 i 100 jedinica
(U) po gramu dodanog psilijuma §to odgovara 0,18, 0,9 i 1,8 jedinica (U) aktivnosti po gramu
smjese.

Prilikom ispitivanja utjecaja pH tijesta na akvitnosti enzima kao regulatori kiselosti su
koristeni limunska kiselina i soda bikarbona koji su dodani u koli¢ini od 1% u gel u slucaju
dodatka ksilanaze odnosno u zamjes u slucaju dodatka lakaze. Vrijednosti pH tijesta ispitivane
za lakazu bile su 5, 6 1 7 pri koncentraciju od 100 jedinica enzima. Prema preporukama
proizvodaca za enzim ksilanazu su ispitivane vrijednosti pH tijesta 51 6 pri koncentraciji od 50

jedinica enzima.

3.2.2. Priprema tijesta za tisak

Aparatura i pribor:
1. Turbula (WAB, Willy A. Bachofen Machinenfabrik Basel, Svicarska)
2. Ruc¢ni mikser (Gorenje d.o.o., Slovenija)
3. Digitalna vaga Sartorius BL-150 (Sartorius AG, Njemacka)
4. Casa (1000 mL)
5. Zlica
Postupak:

Smjesa brasna prosa, proteina rize i brasna batata homogenizirana je u Turbuli kroz 10
minuta, uz brzinu rotacije 130 okretaja u minuti. Tijesto je pripremljeno na nac¢in da su praskastoj

smjesi brasna dodani sol, prasak za pecivo te regulatori kiselosti i enzim lakaza (ukoliko je
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ukljucen u recepturu), a zatim ulje te psilijum gel (sa/bez enzima) i ostatak vode prema recepturi

u Tablici 1. Svi sastojci su pomijeSani pomocu ru¢nog miksera na brzini 1-2 dok se ne dobije

homogeno tijesto (oko 3 minute).
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Slika 6. Shematski prikaz pripreme tijesta s dodatkom lakaze i ksilanaze
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Tablica 1. Receptura tijesta za snack proizvode

Sirovine Masa (g) Udio (%)

Smjesa brasna* Proseno brasno 22,25 55,63
Brasno batata 11,13 27,83
RiZini proteini 6,68 16,7

Ostali sastojci** Sol 0,4 1
PraSak za pecivo 0,8 2
Suncokretovo ulje 8 20
Voda 11,2 28
Psilijum 0,72 0,01

*na ukupnu masu brasna
**postotak ostalih sastojaka izrazen je u odnosu na smjesu brasna (100 %)

3.2.3. Odredivanje reoloskih svojstava tijesta
Aparatura i pribor:
1. Reometar MCR 92 (Anton Paar GmbH, Austrija)
2. Spatula

Postupak:

Za odredivanje reoloskih svojstava tijesta koriSten je oscilacijski reometar MCR 92
(Slika 7). Za sva mjerenja koriStena je geometrija paralelne plo¢e promjera 25 mm (PP25) s
razmakom od 1 mm. Prvo je testom amplitude utvrdeno linearno viskoelasticno podrucje
(LVER) i smi¢na deformacija s testom frekvencije. Test amplitude se provodio pri konstantnoj
frekvenciji od 1 Hz sa smi¢nom brzinom od 0,01 do 100 s'. Nakon toga, test frekvencije
proveden je u rasponu frekvencija 1-30 Hz pri 30 °C, uz smi¢nu deformaciju odredenu testom
amplitude. Prije svakog mjerenja komadi¢ tijesta stavljen je na paralelnu plocu te je pomocu
softvera spuStena sonda. Ukoliko izade viSak tijesta on se uklanja Spatulom (tzv. trimanje
uzorka). Zatim se zatvara hauba kojom se eliminira utjecaj vanjskih faktora i pokrece se
mjerenje. Nakon mjerenja, modul pohrane (G'), modul gubitka (G"), faktor gubitka (tan 6 =

G"/G") 1 kompleksna viskoznost izraCunati su pomocu programa Anton Paar RheoCompass.
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% Anton Paar

Slika 7. Oscilacijski reometar (vlastita fotografija)

Dodatno, proveden je i 3ITT (eng. three interval thixotropy) test. Ovaj test daje
informaciju o stupnju oporavka tijesta nakon primjene deformacije te se provodi u tri intervala.
U prvom intervalu mjerenje se provodi pri niskom smi¢nom naprezanju i konstantnoj
frekvenciji. Ovaj interval koristi se kao referentni jer se tijesto analizira u stanju mirovanja. Cilj
drugog intervala je strukturna deformacija tijesta te se tijesto deformira odredenim visokim
smi¢nim naprezanjem ili visokom brzinom smicanja. U ovom radu kori$tena je brzina smicanja
od 15 s! , §to odgovara naprezanju tijesta prilikom tiska odabranog oblika u pisacu. Treéi
interval provodi se u istim uvjetima kao i1 prvi, pri niskom smi¢nom naprezanju. Nakon
provedenog testa odreden je postotak deformacije tijesta prema formuli:

Deformacija (%) = (Gi — G0) / Gi*100 [1]
gdje Gi oznacava pocetnu G' vrijednost uzorka, a GO oznacava G' vrijednost neposredno nakon

smi¢nog naprezanja (Toker i sur., 2015).
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3.2.4. 3D tisak snack proizvoda
Aparatura 1 pribor:
1. 3D pisa¢ (FoodBot D2 Multi Ingredient Dual Head Food 3D Printer, Changxing Shiyin
Technology Co., Ltd., Kina)
2. SusSionik (Thermo Fisher Scientific Inc., SAD)
3. Digitalna vaga Sartorius BL-150 (Sartorius AG, Njemacka)
6. Spatula

7. Slasti¢arska vreéica

Postupak:

Trodimenzijski oblik snack proizvoda dizajniran je u CAD softveru SolidWorks
(Dassault Systemes, SAD). G kod koji povezuje stvoreni dizajn sa 3D pisacem stvoren je u
Slic3r softveru (Alessandro Ranellucci, Italija). Dizajnirana povrsina snack proizvoda iznosi 88
mm?2. Snack proizvod dizajniran je da sadrzi 22 sloja koji ukupno daju visinu od 2,5 cm. CAD

model prikazan je na slici 8.

Slika 8. CAD model snack proizvoda (vlastita fotografija)

Za 3D tisak koristio se FoodBot D2 Multi Ingredient Dual Head Food 3D Printer (Slika
9). Namijenjen je tisku hrane te radi na principu ekstruzije. Pripremljeno tijesto prvo je
prebaceno u slasti¢arsku vrec¢icu pomocu koje je punjeno u Spricu kako bi se smanjio udio zraka
u tijestu. Na napunjenu Spricu stavlja se plasti¢na sapnica promjera 0,84 mm. Tako napunjenu

Spricu sa sapnicom stavljamo u ekstruder 3D pisaca. G kod Zeljenog oblika odabire se u
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izborniku 3D pisaca te se pokrece tiskanje. Tiskanje je provedeno prethodno optimiranim
parametrima, brzinom od 15 mm/s na temperaturi od 30 “C. Od svakog tijesta tiskanjem je
dobiveno pet snack proizvoda kojima je zabiljeZena masa na digitalnoj vagi. Za tisak jednog
snack proizvoda bilo je potrebno oko sedam minuta. Neposredno nakon tiska, uzorci su ocjenjeni
na temelju vizualnog izgleda i osobnog dozivljaja ocjenama od 1 do 5 (1-najlosiji, 5-najbolji)

(Rados i sur., 2022).

Slika 9. 3D pisac (vlastita fotografija)

3.2.5. SuSenje

Zavrsna obrada 3D snack proizvoda provedena je u suSioniku 30 minuta pri temperaturi
od 130°C. Nakon susenja ohladeni su na sobnu temperaturu te im je zabiljezena masa na
digitalnoj vagi.

3.2.6. Analiza kvalitete tiska snack proizvoda
Aparatura i pribor:
1. Racunalni program ImageJ (Java)

2. Microsoft Office Excel 2016
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Postupak:

Svaki uzorak je prije 1 nakon suSenja fotografiran pomoc¢u iPhone 13 Pro mobitela
(Apple, SAD) s visine od 13 cm te udaljenosti od 6,5 cm. Takoder, svaki uzorak je ocjenjen prije
i nakon pecenja na temelju vizualnog izgleda. Fotografije su zatim obradene u programu ImageJ.
Pomocu ImageJ programa uzorcima su izmjerene a) Sirina oblika, b) Sirina linije tiska te ¢) visina

oblika na nacin prikazani na slici 10.

Slika 10. Prikaz na¢ina mjerenja dimenzija snack proizvoda (vlastita fotografija)

Iz tih podataka izracunata je toCnost linije printa, ekspanzija linije, stabilnost linije 1
odstupanje Sirine po formulama:

Tocnost tiska linije (%): Sirina izmjerene linije/Sirina dizajnirane linije*100  [2]

Ekspanzija linije (%) = Sirina izmjerene linije/Sirina sapnice* 100 [3]

Stabilnost visine (%) = izmjerena visina/dizajnirana visina*100  [4]

Odstupanje Sirine (%) = izmjerena Sirina uzorka/dizajnirana Sirina uzorka*100 [5]

Program ImageJ nam takoder omogucuje dobivanje binarnih fotografija. Prvi korak u
obradi fotografije je prilagodba kontrasta te izoStravanje fotografije ukoliko je to potrebno.
Zatim slijedi ru¢no i automatsko uklanjanje smetnji, dakle svega u pozadini §to nije snack.
Fotografija u boji se pretvara u fotografiju u sivim tonovima odnosno 8-bitnu fotografiju. Takvoj
fotografiji prilagodava se threshold kako bi se dobio bijeli snack proizvod na crnoj pozadini.
Zadnji korak je prebacivanje fotografije u binarni oblik gdje sada crni pikseli predstavljaju oblik
3D snacka, a bijeli pikseli pozadinu (Slika 11).
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Slika 11. Obrada fotografija u ImageJ programu: a) fotografija uzorka prije obrade b) nakon
prilagodbe kontrasta c) binarna fotografija (vlastita fotografija)

Iz binarnih fotografija mozemo ocitati zastupljenost crnih i bijelih piksela te tako utvrditi

razlike izmedu uzoraka. Parametri koji su analizirani:

Preciznost oblika (%) = povrS$ina izmjerenih crnih piksela/dizajnirana povr§ina*100 [6]

Deformacija oblika (%) = (postotak crnih piksela prije susenja-postotak crnih piksela nakon

suSenja)/ postotak crnih piksela prije suSenja*100 [7]

3.2.7. Obrada podataka

Za graficke prikaze eksperimentalno dobivenih rezultata 1 statisticku analizu koriSten je
Microsoft Office Excel 2016. Svi rezultati u radu prikazani su kao srednja vrijednost +
standardna devijacija 5 mjerenja. Kako bi se utvrdilo postoji li statisti¢ki znacajna razlika izmedu
uzoraka koriStena je analiza varijance, ANOVA (p<0,05) uz post-hoc Tukey test. Podaci su

statistiCki obradeni u programu GraphPad Prism 9.5.1 (Insight Partners, SAD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka enzima lakaze i ksilanaze na kvalitetu tiska
te reoloska svojstva bezglutenskog tijesta s dodatkom psilijum te na kvalitetu gotovog 3D
tiskanog snack proizvoda. U prvom koraku istrazivanja ispitan je utjecaj razlicitih koncentracija
enzima lakaza i ksilanaza na kvalitetu tiska snack proizvoda te su odabrane optimalne
koncentracije enzima lakaza i ksilanaza. Obzirom da je broj istrazivanja koja koriste enzim
lakaza u pripremi prehrambenih proizvoda ograni¢en, ne postoje preporuke uvjeta za primjenu
istog npr. optimalni pH i temperatura. Stoga je u drugom dijelu istrazivanja provedeno
ispitivanje utjecaja vremena djelovanja enzima lakaze (2 i 16 h) te pH tijesta (5, 6 1 7) na
aktivnost enzima pri odabranoj optimalnoj koncentraciji u prvom koraku istrazivanja, a Sto je
prac¢eno kroz reoloska svojstva tijesta i mjerenje kvalitete tiska. Literaturni podaci vezani uz
primjenu ksilanaza su opseZzniji te nije bilo potrebno provesti ispitivanje utjecaja vremena
djelovanja enzima ve¢ su koriStene preporuke proizvodaca vezano uz vrijeme i temperaturu

tretmana, dok je utjecaj pH tijesta (51 6) ispitan.

4.1. ODREDIVANJE OPTIMALNE KONCENTRACIJE ENZIMA

4.1.1. Lakaza

4.1.1.1.  Kvaliteta tiska
Na kvalitetu tiska utjeu mehanizam ekstruzije, svojstva materijala npr. reoloSka

svojstva, visina sapnice, promjer sapnice, brzina ekstruzije te procesi obrade nakon tiska (Liu i
sur., 2017). Kako bi se odredila kvaliteta tiska pracena je preciznost tiska, stabilnost visine,
odstupanje Sirine 1 deformacija oblika.

Tablica 2. Utjecaj koncentracije enzima lakaze (U = jedinica) na preciznost tiska, stabilnost

visine, odstupanje Sirine 1 deformaciju oblika pri pH 6

Kontrolni
LAC 10U LAC 50U LAC 100U
uzorak
Toc¢nost tiska linije 104,5+ 11,64
107 £5,95 (a) 117 £ 8,99 (b) 103 £9,32 (a)
(%) (a)
Stabilnost visine 101,75 £ 3,06 107,08 + 6,52
104,05 £5,1 (a) | 100,43+ 1,5 (a)
(%) (a) (a)
Odstupanje Sirine 13,98 + 13,63
5,74 £ 2,55 (a) -5,66+6,12(c) | 4,56+7,17 (a)
(%) (b)
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Tablica 2. Utjecaj koncentracije enzima lakaze (U = jedinica) na preciznost tiska, stabilnost

visine, odstupanje Sirine i deformaciju oblika pri pH 6-nastavak

Deformacija oblika | 26,08 + 10,16 16,33 = 7,85
25,41 +6,71 (a) | 27,3+ 10,92 (a)
(%) (@) (b)

Iz rezultata prikazanih u tablici 2 mozemo primijetiti da postoji statistiCki znaCajna
razlika medu uzorcima s razliitim koncentracijama lakaze. Vukus$i¢ Pavi¢i¢ i sur. (2021)
koristili su tijesta od razli¢itih vrsta brasna s dodatkom razli¢itih ulja i masti te su primijetili
znacajnu statisticku razliku u tisku linije, visini te Sirini 3D tiskanih keksa. To¢nost linije tiska
je u svim uzorcima bila visa od dizajnirane zbog Cega su vrijednosti to¢nosti tiska linije vise od
100 %. Jedan od razloga zbog kojih je moglo do¢i do toga je prisutnost zraka u tijestu zbog kojeg
ono nije moglo pravilno te¢i kroz sapnicu. Vrijednost to¢nosti linije tiska se znacajno statisticki
razlikuje kod uzoraka s 10 jedinica lakaze. Vrijednosti tocnosti tiska linije su se, u usporedbi s
kontrolnim uzorcima, u uzorcima sa 10 jedinica lakaze povecale, dok se u uzorcima sa 50 i 100
jedinica lakaze smanjila. Najbolju to¢nost tiska imaju uzorci ¢ija je vrijednost najbliza
vrijednosti od 100 %, a to su uzorci sa 50 jedinica lakaze ¢ija je tocnost tiska iznosila 103 %.

Visina je u svim uzorcima bila visa od dizajnirane zbog ¢ega su vrijednosti stabilnosti
visine vise od 100%. Ovdje je opet moguci razlog prisutnost zraka u tijestu zbog kojeg slojevi
ne mogu idealno nalijegati jedan na drugog. Stabilnost visine u kontrolnim uzorcima bila je oko
102 %. Dodatkom enzima u uzorcima sa koncentracijom od 10 1 100 jedinica lakaze stabilnosti
visine opada, dok se u uzorcima sa 50 jedinica enzima poboljsala i imala je vrijednost najblizu
100 %.

Statisticki znaCajna razlika primijeCena je za vrijednosti odstupanja Sirine medu
uzorcima. Od kontrolnih uzoraka znacajno su se razlikovali uzorci sa 10 1 50 jedinica lakaze.
Vrijednost odstupanja Sirine u kontrolnim uzorcima iznosila je oko 6 %. Dodatkom enzima ta
vrijednost se u uzorcima s 10 jedinica lakaze povecala na 14 %, dok je u uzorcima sa 50 jedinica
lakaze iznosila oko -6 %. Negativna vrijednost nam govori da su uzorci imali manju Sirinu od

dizajnirane. U uzorcima sa 100 jedinica lakaze odstupanje Sirine je bilo najmanje, oko 4,5 %.
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Slika 12. Graficki prikaz utjecaja koncentracije lakaze (LAC) na kvalitetu tiska pri pH 6

Ekspanzija linije nam daje podatak o tome kolika je Sirina tiskane linije u odnosu na
Sirinu sapnice i racuna se po formuli [3]. Iz rezultata iz slike 12 mozemo vidjeti da se ekspanzija
linije pri koncentraciji enzima od 10 jedinica lakaze, gdje je ekspanzija linije iznosila 139,29 +
28,1 %, povecala u odnosu na kontrolni uzorak, gdje je iznosila 127,38 += 7,09 %. Pri
koncentraciji od 50 1 100 jedinica lakaza se ekspanzija smanjila. Najmanju ekspanziju linije
imali su uzorci sa 50 jedinica lakaze (122,62 + 13,86%). Huang (2018) primjecuje da se prilikom
ekspanzije linije od 130% tiskaju kontinuirane linije koje osiguravaju pravilno prianjanje slojeva
bez ugrozavanja tocnosti ispisa.

Preciznost oblika odredena je analizom crnih piksela u ImageJ programu usporedujuci
svaki uzorak pojedine recepture sa prvim uzorkom jer je on tiskan s najve¢om to¢noscu. U
usporedbi s kontrolnim uzorkom mozemo vidjeti da se preciznost oblika uzoraka tretiranih
enzimom znacajno poboljsala. Najbolju preciznost tiska oblika imali su uzorci sa 100 jedinica
lakaze, a iznosila je 58,26 + 6,63 %.

Svi uzorci su neposredno nakon tiska ocjenjeni ocjenama od 1 do 5 na temelju vizualnog

izgleda i osobnog dozivljaja. Najnizu ocjenu dobili su uzorci s 10 jedinica lakaze ¢ija je
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prosjecna ocjena iznosila 3,2. Nakon njih slijede kontrolni uzorci koji su dobili prosje¢nu ocjenu
od 4,2. Uzorci sa 50 1 100 jedinica lakaze su najbolje ocjenjeni 1 imali su istu prosjecnu ocjenu,
ato je 4,6.

Deformacija oblika jedini je parametar kvalitete tiska promatran nakon susSenja. Iz tablice
2 vidimo da nema znacajne statisticke razlike u deformaciji medu uzorcima. Uzorci sa 100
jedinica lakaze jedini su se statisticki razlikovali od ostalih uzoraka, te su ujedno imali i najmanju
deformaciju oblika koja je iznosila blizu 16 %.

Obzirom na navedene rezultate kao optimalna koncentracija enzima lakaza odabrana je
koncentracija od 100 jedinica lakaze po gramu psilijuma jer su ti uzorci imali najmanju

deformaciju oblika, najmanje odstupanje od zadane Sirine te najbolju preciznost tiska.

4.1.2. Ksilanaza

4.1.2.1.  Kvaliteta tiska
Pri odabiru optimalne koncentracije enzima ksilanaza ispitivane su koncentracije od 10,

50,1 100 jedinica enzima po gramu psilijuma.

Tablica 3. Utjecaj koncentracije enzima ksilanaza na preciznost tiska, stabilnost visine,

odstupanje Sirine i deformaciju oblika pri pH 6

Kontrolni
XYL 10U XYL 50U XYL 100U
uzorak
Toc¢nost tiska linije
108,5 + 3,12
(%) 103 + 6,13 (a) 103 £10,8 (a) 103+ 11 (a) @
a
Stabilnost visine
100,38 £ 2,51 100,95 + 2,83
(%) 96,5+5,49 (a) | 106,45+ 2,83 (a)
(a) (a)
Odstupanje Sirine
-11,12 + 4,85 -8,44 + 5,17 16,4 +£ 13,52
(%) 16,8 = 14,43 (b)
(a) (@) (b)
Deformacija oblika 28,72 £5,62 37,63 £ 12,85 24,16 £ 4,94
24,61 £ 7,3 (a)
(%) (a) (@) (@)
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Iz tablice 3 moZzemo primjetiti da nema znacajne statisticke razlike medu uzorcima s
razli¢itim koncentracijama enzima ksilanaza. To¢nost tiska linije bila je veca od dizajnirane. U
svim uzorcima vrijednosti to¢nosti tiska bila je ista, osim u uzorcima sa 100 jedinica ksilanaze
gdje je bila visa i iznosila oko 108 %. Vrijednost stabilnost visine je u kontrolnim uzorcima
iznosila skoro 100 %. Od uzoraka tretiranih enzimom najbolju stabilnost imali su uzorci sa 100
jedinica ksilanaze, oko 101 %.

Odstupanje od zadane Sirine se znacajno statisticki razlikuje izmedu kontrolnih uzoraka

iuzoraka sa 10 jedinica ksilanaze te uzoraka sa 50 i 100 jedinica ksilanaze. Najmanje odstupanje

od Sirine pokazali su uzorci sa 100 jedinica ksilanaze, oko 16 %.

Ocjena
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Preciznost oblika (%) ® Kontrolni uzorak

Ekspanzija linije (%)
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Slika 13. Graficki prikaz utjecaja koncentracije enzima ksilanaza (XYL) na kvalitetu tiska pri

pH6

Ekspanzija linije jednaka je za kontrolni uzorak te za uzorke sa 10 1 50 jedinica ksilanaze.
Vrijednost ekspanzije linije u tim uzorcima iznosila je 122,62 + 12,82 %. U uzorcima sa 100
jedinica ksilanaze ekspanzija linije je bila viSa u usporedbi s kontrolnim uzorkom te je iznosila
129,17 £ 3,72 %.

1z slike 13 mozemo vidjeti da je preciznost oblika dodatkom ksilanaze rasla u odnosu na

kontrolni uzorak. Najbolju preciznost oblika pokazali su uzorci sa 50 jedinica ksilanaze.

26



Preciznost oblika u ovim uzorcima iznosila je 64,48 + 12,3 % Sto je poboljsanje od 38,61 % u
odnosu na kontrolni uzorak, u kojima je vrijednost preciznosti oblika bila 46,52 + 2,97 %.

Uzorci su ocjenjivani neposredno nakon tiska na temelju vizualnog izgleda i osobnog
dozivljaja. Najnizu prosjecnu ocjenu dobili su kontrolni uzorci, a to je 3,2. Sljedeci po ocjenama
su uzorci sa 10 jedinica ksilanaze s prosjecnom ocjenom 3,4. Najbolji su se pokazali uzorci sa
501 100 jedinica ksilanaze po gramu psilijuma te su dobili istu prosjecnu ocjenu koja je iznosila
4,8.

Iz tablice 3 vidimo da medu uzorcima s razli¢itim koncentracijama enzima nije bilo
znacajne statisti¢ke razlike. Deformacija oblika nakon suSenja u kontrolnim uzorcima iznosila
je priblizno 29 %. Najmanju deformaciju oblika imali su uzorci sa 100 jedinica ksilanaze, a
vrijednost deformacije je iznosila oko 24 %. Povezanost izmedu deformacije oblika 1
koncentracije ksilanaze primjetili su i Habus i sur. (2022) gdje je uoceno da tijesta s veCom
koncentracijom ksilanaze rezultiraju 3D tiskanim snack proizvodima manje deformacije oblika.

S obzirom da su uzorci s koncentracijama 50 i 100 jedinica ksilanaze bili jako sli¢ni, u
odabiru optimalne koncentracije enzima presudio je osobni doZivljaj. Na slici 14 prikazani su

uzorci sa 50 1 100 jedinica ksilanaze.

Slika 14. a) Uzorak sa 50U (lijevo) i 100U (desno) ksilanaze fotografiran odozgora
b)Uzorak sa 50U (lijevo) i 100U (desno) ksilanaze fotografiran bo¢no
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Uzevsi u obzir sve navedene rezultate, kao optimalna koncentracija enzima ksilanaza

izabrana je koncentracija od 50 jedinica ksilanaze po gramu psilijuma.

4.2. ODREDIVANJE UTJECAJA VREMENA TRETMANA
REOLOSKA SVOJSTVA I KVALITETU TISKA

LAKAZOM NA

4.2.1. Reoloska svojstva
Stabilnost oblika tiskanih uzoraka usko je povezana s modulom pohrane (G') tijesta (Zheng i
sur., 2021) te materijali s viSim G’ imaju bolju sposobnost zadrzavanja oblika (Costakis i sur.,
2016). Iz rezultata prikazanih u tablici 4 vidljivo je da su svi uzorci imali vece vrijednosti G' od
modula gubitka (G") §to nam ukazuje na elastiCnije ponaSanje tijesta, $to je neophodno za
stabilnost oblika 3D tiskanih proizvoda. Nekoliko istrazivanja zabiljezilo je da su najbolju
stabilnost pokazali snack proizvodi tiskani smjesom sa pseudoplasticnim ponaSanjem tj. vecim
vrijednostima G' u odnosu na G" (Habus i sur., 2021; Uribe-Wandurraga i sur., 2020). Takoder,
iz tablice 4 vidimo da se G' poveéavao s povecanjem vremena djelovanja enzima ili odmaranja
tijesta. Dodatak enzima imao je utjecaj na G' te se u slucaju djelovanja enzima u trajanju od 2
sata modul pohrane povecao, dok se u slu¢aju djelovanja enzima u trajanju od 16 sati smanjio u

odnosu na tijesta s istim vremenom djelovanja bez enzima.

Tablica 4. Reoloska svojstva tijesta bez i sa dodatkom optimalne koncentracije lakaze

LACOU2h | LACOU4h | LACOU16h | LAC100U | LAC 100U
2h 16h
Ii‘:;‘(‘(’)lzenkos;a 1048,00 = 1130,50 + 1092,50 + 1051,50 + 1115,00 +
(Pas) 32,00 (a) 30,50 (a) 49,50 (a) 13,50 (a) 4,00 (a)
Faktor 027+0,00 | 027+0,00 | 025+0,00 | 026=0,00 | 0.24=0,00
gubitka (a) (a) (a) (a) (a)
Modul 22260,00+ | 24573,00+ | 24521,50+ | 23041,00+ | 24942,50 +
pohrane G' | 671,70 (a) 566,00 (a) 1104,50 (a) | 344,00 (a) 101,50 (a)
(Pa)
Modul 6063,40 = 6487,60 + 6201,05 + 6042,30 + 60§73 ’998 *
gubitka G" | 148,62 (a) 143,70 (a) 209,05 (a) 119,80 (a) @
(Pa)

LAC 100U — optimalna koncentracija lakaze

Faktor gubitka racuna se iz omjera G" 1 G' (tand = G"/G") te ukazuje na to pokazuje li

materijal elasti¢no ili viskozno ponasanje. Ako je faktor gubitka veéi od 1, ispitivani materijal
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pokazuje dominantno viskozno ponaSanje nalik teku¢inama, a ako je manji od 1, materijal
pokazuje dominantno elasti¢no ponasanje nalik krutinama (Liu 1 sur., 2017). Svi uzorci imali su
faktor gubitka nizi od 1, dakle sva tijesta pokazuju dominantno elasticno ponasanje. Prijasnja
istrazivanja pokazala su da se faktor gubitka bezglutenskih tijesta kre¢e od 0,33 do 0,68
(Villanueva 1 sur., 2018). No, nize vrijednosti (0,1-0,4) primje¢ene su kada je u bezglutensko
tijesto dodan sastojak za strukturiranje ili je on naknadno formiran u tijestu. U prijasnjim
istrazivanjima bezglutenska tijesta pokazala su nize vrijednosti faktora gubitka dodatkom
viskoznih prehrambenih vlakana (Ronda i sur., 2013), egzogenih proteina (Ronda i sur., 2014)
te B-glukana (Ronda i sur., 2015). Takva tijesta nazivaju se slabim gelovima (Ronda i sur., 2014).
Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju slazu se sa prijasnjima te se nize vrijednosti faktora
gubitka mogu objasniti koriStenjem gela psilijuma. Faktor gubitka netretiranog tijesta smanjivao
se produljenjem vremena djelovanja pa su tako najvecu vrijednost faktora gubitka imali uzorci
netretirani enzimom i s vremenom djelovanja od 2 sata, dok su najnizu vrijednost imali
netretirani uzorci s vremenom djelovanja od 16 sati. Dodatkom enzima vrijednosti faktora
gubitka u tijestu s vremenom djelovanja 2 sata su se smanjile. Vrijednosti faktora gubitka
tretiranog tijesta s vremenom djelovanja 16 sati su se povisile u odnosu na kontrolni uzorak.
Znacajna statistiCka razlika za reoloska svojstva uzoraka nije utvrdena. Kompleksna
viskoznost oznacava otpor viskoznom ili elasticnom teCenju materijala tijekom oscilacijskog
gibanja (Habus i sur., 2021). Kod tijesta tretiranih enzimom kompleksna viskoznost je porasla.
Kod uzoraka s vremenom djelovanja 2 sata porasla je sa vrijednosti od 1048 Pas do 1052 Pas.
Zauzorke s viemenom djelovanja 16 sati kompleksna viskoznost porasla je sa 1092 Pasna 1115
Pas. Vec¢a kompleksna viskoznost ukazuje na potencijal tijesta za koriStenje u razvoju
bezglutenskih 3D tiskanih snack proizvoda jer se smatra da je visoka kompleksna viskoznost

klju¢na za uspjesan 3D ispis (Habus i sur., 2021).

4.2.2. Kvaliteta tiska

Prvi korak kod odredivanja utjecaja vremena djelovanja enzima lakaze, bio je ispitivanje
utjecaja vremena od 2, 4 1 16 sati na kontrolnim uzorcima odnosno tijestu koje nije tretirano
enzimom. Zatim je utjecaj vremena djelovanja optimalne koncentracije lakaze ispitan u

minimalnom i maksimalnom vremenu, 2 1 16 sati.

29



odstupanje Sirine i deformaciju oblika

Tablica 5. Utjecaj vremena djelovanja bez 1 sa lakazom na preciznost tiska, stabilnost visine,

Kontrolni Kontrolni Kontrolni LAC 100U | LAC 100U
uzorak 2h uzorak 4h uzorak 16h 2h 16h
Tocnost tiska
s .. o
linije (%) 103£0(a) | 108£0(a) | 114+0a) 101"(‘;0’95 1070 (a)
Stabilnost 96,97 + 4,57 95,66 + 3,06 86,92+ 425 | 97,81 +£2,95 87,31 +
visine (%) (a) (ab) (b) (a) 5,1 (b)
Odstupanje 103,12+ 0,89 | 109,28 £1,75 | 114,70 £ 3,77 102,66 + 114,49 +
§irine (%) (a) (a) (a) 2,55 (a) 2,58 (a)
Deformacija 32,02 35,41 £10,81 15,73 36,01 18,51
oblika (%) + 13,25 (a) (a) + 10,34 (a) +16,52(a) | £13,48 (a)

LAC 100U — optimalna koncentracija lakaze

Iz rezultata u tablici 5 moZemo primjetiti da nema znacajne statisticke razlike medu
uzorcima, ali postoji razlika medu uzorcima. Tocnost tiska linije se produljenjem enzimskog
tretmana povecavala odnosno bila je losija. Dodatkom optimalne koncentracije lakaze od 100
jedinica to¢nost tiska linije se poboljsala. Najbolju vrijednost tocnosti tiska linije imali su uzorci
tretirani enzimom u trajanju od 2 sata, te je iznosila oko 101 %. Netretirano tijesto koje je stajalo
2 sata imalo vecu vrijednost to¢nosti tiska, dakle dodatkom enzima to¢nost se poboljsala.

Stabilnost visine takoder je bila niza kod duzih vremena aktivnosti enzima ili stajanja
tijesta. Dodatkom enzima stabilnost visine se poboljsala. Ovdje je primijecena jedina statisticki
znacajna razlika medu uzorcima. Uzorci koji su odmarali 4 sata imaju slicnosti i sa uzorcima
koji su odmarali 2 sata i koji su odmarali 16 sati, dok se uzorci koji su odmarali 2 sata znac¢ajno
razlikuju od onih koji su odmarali 16 sati. U netretiranom tijestu koje je odmaralo 2 sata
stabilnost visine iznosila je 97 %, a dodatkom enzima poboljSala se za malo manje od 1 %. U
netretiranom tijestu koje je odlezalo 16 sati stabilnost visine se dodatkom enzima takoder
povisila.

Vrijednosti odstupanja od zadane Sirine takoder su se povecavala produljenjem stajanja
tijesta te produljenjem enzimskog predtretmana. Dodatkom enzima vrijednosti su se smanjile.

Najbolje rezultate dalo je tijesto €iji je enzimski pretretman trajao 2 sata, oko 103 %.
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Preciznost oblika (%)

LAC 100U 16h

LAC 100U 2h
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Ekspanzija linije (%)
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Slika 15. Graficki prikaz utjecaja vremena djelovanja lakaze (LAC) na preciznost oblika i

ekspanziju linije

Iz slike 15 je vidljivo da se ekspanzija linije, za razliku od drugih parametara, jedina
poboljsala produljenjem trajanja tretmana. Dodatkom enzima vrijednosti su se poboljsale, no 1
dalje su bolje rezultate dala tijesta s duljim enzimskim predtretmanom. Najbolju vrijednost imalo
je tijesto s enzimskim predtretmanom od 16 sati, oko 127 = 1,42 %.

Preciznost oblika se djelovanjem enzima 2 sata u uzorcima smanjila sa 100,12 = 10 %
na 98,35 + 24,05 %, dok se u uzorcima gdje je enzim djelovao 16 sati porastao sa 106,88 + 21,31
% na 110,37 + 16,58 %. MoZemo primjetiti da dodatkom enzima odstupamo od vjernosti oblika
te se ta odstupanja povecavaju duzim djelovanjem enzima. S druge strane, Habus i sur. (2022)
nisu primjetili da duljina enzimskog predtretmana utjece na kvalitetu tiska.

Deformacija oblika povecala se dodatkom enzima. Statistickom analizom nisu utvrdene
znacajne statistiCke razlike medu uzorcima (Tablica 5). U uzorcima kod kojih je vrijeme
djelovanja bilo 2 sata deformacija oblika porasla je sa 32 % na 36 % dodatkom enzima, dok je
u uzorcima gdje je vrijeme djelovanja bilo 16 sati porasla sa oko 16 %, na 18,5 %.

Ispitivana vremena predtretmana (2, 4 i 16 h) odabrana su jer bi se proizvodnja snack
proizvoda sa tom duljinom trajanja predtretmana najbolje mogla uklopiti u osmosatnu smjenu

nekog pogona. Vrijeme predtretmana od 2 14 sata omogucilo bi provodenje samog predtretmana
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1 tiska viSe puta u jednoj smjeni, dok bi vrijeme predtretmana od 16 sati odgovaralo ukoliko
pogon radi samo u jednoj smjeni na ¢ijem kraju je potrebno pripremiti tijesto za sljedeci radni
dan.

Budu¢i da se kontrolni uzorci nisu znacajno razlikovali, ispitivanje vremena djelovanja
optimalne koncentracije lakaze provedeno je pri minimalnom i maksimalnom vremenu, 2 1 16
sati. [z dobivenih rezultata kao najbolje vrijeme djelovanja pokazalo se vrijeme od 2 sata jer su
ti uzorci imali najbolju stabilnost visine i preciznost oblika. To vrijeme je idealno za uvjete

proizvodnje jer se viSe puta u jednoj smjeni moZze pripremiti i tiskati tijesto.

4.3. ODREPIVANJE UTJECAJA pH NA REOLOSKA SVOJSTVA I KVALITETU

TISKA

4.3.1. Lakaza

Optimalni pH enzima lakaze znacajno ovisi o supstratu, pa je tako npr. kada su supstrat
fenoli optimalni pH lakaze u rasponu od 3 do 7 za gljivicne lakaze (Madhavi i Lele, 2009).
Vrijednosti pH 5, 6 i 7 su ispitivane zbog gela psilijuma ¢ija su svojstva najbolja pri pH
vrijednosti od 4 do 7 (Farahnaky 1 sur., 2010).

4.3.1.1.

Iz tablice 6 vidljivo je da je pri svim vrijednostima pH G' bio ve¢i od G". Uzorci s pH

Reoloska svojstva tijesta

.....

povecavao i G' u ovim uzorcima. Pri pH vrijednosti tijesta 5 i 6 G' je nizi u odnosu na kontrolni

uzorak. Vrijednosti G" su se u uzorcima mijenjale kao 1 vrijednosti G'.

Tablica 6. ReoloSka svojstva tijesta sa 100U lakaze pri razlicitim vrijednostima pH

LAC 100U pH 5

LAC 100U pH 6

LAC 100U pH 7

Kompleksna
viskoznost (Pas)

4882,50 + 17,50 (a)

3320,00 + 25,00 (b)

4797,50 + 57,50 (a)

0,27 + 0,00 (a)

0,27 + 0,00 (a)

0,24 + 0,03 (a)

Faktor gubitka
Modul pohrane G' 24734,50 £ 1532,50 19536,50 = 184,50 30206,50 = 902,50
(Pa) (a) (ac) (ab)
Modul gubitka G" 6775,60 £517,40 (a) | 5234,20+65,00 (a) | 7250,50 £+ 994,90 (a)

(Pa)




Vrijednosti faktora gubitka niZze su od 1 Sto nam ukazuje na dominantno elasti¢no
ponasanje tijesta. Dobivene vrijednosti krec¢u se od 0,1 do 0,35 Sto se slaZe sa rezultatima
dobivenim u prijasnjim istrazivanjima (Ronda i sur., 2013, 2014, 2015), te se tijesto ponaSa kao
slabi gel.

Znacajna statisticka razlika utvrdena je za kompleksnu viskoznost uzoraka. Pri pH
vrijednosti 6, bila je znatno niza od vrijednosti kompleksne viskoznosti uzoraka pri pH
vrijednosti 5 1 7. Faktor i modul gubitka ne razlikuju se zna¢ajno medu uzorcima. Vrijednosti G'
uzoraka pri pH vrijednosti tijesta 6 1 7 znacajno se ne razlikuju od uzoraka s pH vrijednosti tijesta

5, ali se medusobno razlikuju.

4.3.1.2.  Kvaliteta tiska

Iz dobivenih rezultata prikazanih u tablici 7 mozemo primijetiti da medu uzorcima
postoji znacajna statisticka razlika. Po vrijednostima tocnosti tiska linije statisticki se nisu
razlikovali kontrolni uzorak i uzorci pri pH vrijednosti 6, dok se uzorci pri pH vrijednosti 517
razlikuju od kontrolnog te medusobno. Kao kontrolni uzorak koristilo se tijesto koje je odmaralo
2 sata pri pH vrijednosti 5 bez dodatka enzima. Znacajnu statisti¢ku razliku u to¢nosti tiska linije
primjetili su i Habus i sur. (2021). Ispitivali su utjecaj razlicitih vrijednosti pH (5,4; 6,2 1 7)
tijesta od jeCmenog i zobenog brasna, te su utvrdili da se povisenjem vrijednosti pH povecala
toc¢nost tiska. U ovom radu nije primijeéen porast tocnosti tiska s poviSenjem pH vrijednosti.
Najbolju preciznost tiska imali su uzorci bez dodataka regulatora kiselosti, odnosno uzorci pri
pH vrijednosti 6. Vrijednost to¢nosti tiska za te uzorke iznosila je 91 %. Stabilnost visine nije se
znacajno promijenila promjenom pH. Najbolju stabilnost visine imali su uzorci pri pH
vrijednosti tijesta 5. Stabilnost visine u tim uzorcima iznosila je gotovo 99 %. Odstupanje Sirine
znacajno se povisilo u odnosu na kontrolni uzorak te mozemo zakljuciti da je za to zasluzan
dodatak enzima. Takoder, iz rezultata u tablici 7 moZemo vidjeti da se odstupanje Sirine
povecavalo odnosno sve vise odstupalo od zadane Sirine povisenjem pH vrijednosti. Najmanje
odstupanje Sirine, nakon kontrolnog uzorka, imali su uzorci pri pH vrijednosti 5 i iznosila je oko

114 %.
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Tablica 7. Utjecaj

deformacija oblika

pH tijesta na preciznost tiska, stabilnost visine, odstupanje Sirine i1

linije (%)

Kontrolni LAC100UpH | LAC100UpH | LAC100U pH
uzorak 5 6 7
Tocnosttiska | o3 4, 605 (a) 111+ 0 (b) 91 %0 (a) 10740 (¢)

Stabilnost visine

102,28 + 2,02

98,83 + 3,13 (a)

oo 100,23 +3,21 (a) | 98,92+ 2,32 (a) o
Odstupanje 1042014395 | 113.82+536 | 114.25+255

Sirine (%) (a) (b) (b) 118,38 +3,9 (b)
Deformacija 23,98 + 10,88

Sblika (vey | 3211386 @) | 516186 (b) ® 11,56 + 6,69 (a)

Preciznost oblika (%)

Kontrolni uzorak
uLAC 100U pH 7
ELAC 100U pH 6
ELAC 100U pH 5

Ekspanzija linije

140

120

0 20 40 60 80 100

Slika 16. Graficki prikaz utjecaja pH tijesta na kvalitetu tiska tijesta s 100U lakaze



Iz rezultata prikazanih na slici 16 moZemo primijetiti da se ekspanzija linije u usporedbi
sa kontrolnim uzorkom znac¢ajno povecala u tijestima s pH vrijednosti 5 1 7. U uzorcima pri pH
vrijednosti tijesta 6 ekspanzija linije se smanjila u usporedbi s kontrolnim uzorkom, te su ujedno
ti uzorci imali i najmanju ekspanziju linije, 108,33 + 0 %. Preciznost oblika je u usporedbi s
kontrolnim uzorkom porasla u svim uzorcima osim u uzorcima pri pH vrijednost tijesta 7 gdje
se snizio sa 85,64 + 8,8 % na 84,13 £+ 6,5 %. Najvecu preciznost oblika imali su uzorci pri pH
vrijednosti tijesta 5, tocno 98 + 12,36 %.

Deformacija oblika nakon suSenja bila je sli¢na u kontrolnim uzorcima te u uzorcima pri
pH vrijednosti 6. U uzorcima pri pH vrijednosti 5 i 7 deformacija je bila znatno niza, a najmanju

deformaciju oblika imali su uzorci pri pH vrijednosti 5 1 iznosila je oko 5 % (Tablica 7).

4.3.2. Ksilanaza

4.3.2.1.  Reoloska svojstva
Vrijednosti G' su 1 ovdje bile vece od vrijednosti G" §to znaci da tijesto pokazuje elasti¢no
ponasanje. U usporedbi s kontrolnim uzorkom vrijednosti G' su se dodatkom enzima smanjile u

uzorcima pri pH vrijednosti 5, dok su se u uzorcima s pH vrijednosti 6 povisile.

Tablica 8. Reoloska svojstva tijesta s 50 jedinica ksilanaze pri razli¢itim pH vrijednostima

Kontrolni uzorak

XYL 50U pH 5

XYL 50U pH 6

Kompleksna
viskoznost (Pas)

5915,00 + 15,00 (a)

4237,50 + 12,50 (b)

8362,50 + 27,50 (c)

28854,5 + 683,50

37269,50 = 1460,50

Modul pohrane G' 32825,50 +£ 229,00 (a
?Pa) @ (ab) (ac)
Modul (gl‘,‘:)‘tka G 849425+ 55,00 (a) | 7449,55+ 252,95 (b) | 9809,05 + 252,95 (c)
Faktor gubitka 0,26 = 0,00 (a) 0,26 % 0,00 (a) 0,26 = 0,00 (a)

Iz tablice 8 vidimo da su vrijednosti faktora gubitka nize od 1, dakle tijesto se dominantno
plasti¢no ponasa. U ovom slucaju, dobiveni vrijednosti krecu se od 0,20 do 0,32. Ti rezultati
slazu se sa prijas$njim istrazivanjima (Ronda i sur., 2013; 2014; 2015) i ovo tijesto takoder ima

karakteristike slabog gela. Faktor gubitka bio je jedna u svim uzorcima.
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Znacajna statisticka razlika primijecena je izmedu uzoraka za vrijednosti kompleksne
viskoznosti. U kontrolnim uzorcima vrijednost je iznosila 5915 Pas, a u uzorcima pri pH
vrijednosti 5 znacajno se snizila, na vrijednost od oko 4240 Pas. PoviSenjem pH vrijednosti na
6 kompleksna viskoznost se znac¢ajno povisila i u usporedbi sa kontrolnim uzorcima i uzorcima

pri pH vrijednosti 5.

4.3.2.2.  Kvaliteta tiska

Kao kontrolni uzorak koristilo se tijesto netretirano enzimom pri pH vrijednosti 5.

Tablica 9. Utjecaj pH tijesta s 50U ksilanaze na preciznost tiska, stabilnost visine i odstupanje

Sirine

Kontrolni uzorak XYL 50U pH 5 XYL 50U pH 6

Toc¢nost tiska linije

(%)

104 + 0 (a)

144+ 0 (b)

104 + 0 (a)

Stabilnost visine (%)

108,44 + 3.5 (a)

89,56 + 1,98 (b)

92,85 + 2,05 (b)

Odstupanje Sirine
(%)

15,1+ 1,23 (a)

11,29 + 3,52 (a)

5,93 + 0,9 (b)

Deformacija oblika

20,49 + 8,74 (a)

29,25 + 5,34 (a)

32,8+ 13,41 (a)

(%)

U tablici 9 primijeene su znaCajne statistiCke razlike u pojedinim mjerenim
parametrima. Toc¢nost tiska linije u kontrolnom uzorku ista je kao u uzorku pri pH vrijednosti 6,
104 %. Tocnost tiska uzoraka pri pH vrijednosti 5 znacajno se razlikovala i iznosila je 144 %. U
sluc¢aju ksilanaza isto nije primije¢ena povezanost izmedu porasta vrijednosti pH i povecanja
tocnosti tiska (Habus i sur., 2021). Stabilnost visine se znacajno razlikovala izmedu kontrolnog
uzorka 1 uzoraka pri pH vrijednosti 5 1 6. U kontrolnom uzorku iznosila oko 108 %, dok je u
uzorcima pri pH vrijednosti 5 iznosila priblizno 90 %, a u uzorcima pri pH vrijednosti 6 je
iznosila oko 93 %. Dodatkom enzima stabilnost visine je poboljSana.

Dodatkom enzima umanjena su odstupanja od zadane $irine, te su najmanju vrijednost

odstupanja imali uzorci pri pH tijesta 6, a iznosila je oko 6 %.
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Preciznost oblika (%)

XYL 50U pH 6
®XYL 50U pH 5

® Kontrolni uzorak

Ekspanzija linije (%)
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Slika 17. Graficki prikaz utjecaja pH tijesta na kvalitetu tiska tijesta s 50U ksilanaze

Ekspanzija linije pri pH vrijednosti 5 zna¢ajno odstupa od kontrolnih uzoraka te uzoraka
pri pH vrijednosti 6 §to se jasno moze primijetiti na slici 17. Ekspanzija linije iznosila je jednako
za kontrolne uzorke i uzorke pri pH vrijednosti 6, a to je 123,08 + 0 %. Preciznost oblika se
dodatkom enzima poboljsala. U kontrolnim uzorcima iznosila je 83,09 + 8,63 %, kod uzoraka
pri pH vrijednosti 5 85,83 + 4,87 %, a kod uzoraka pri pH vrijednosti 6 85,99 + 9,7 %. Iz
dobivenih rezultata vidimo da je pri viSoj pH vrijednosti visa i preciznost oblika.

Rezultati za deformaciju oblika prikazani u tablici 9 nisu se znacajno statisticki
razlikovali. Deformacija oblika tijekom suSenja bila je veca ukoliko je bio dodan enzim Sto se
ne slaze s rezultatima dobivenim u Habus 1 sur. (2022) gdje je utvrdeno da se dodatkom enzima
deformacija smanjuje. U kontrolnim uzorcima iznosila je oko 20 %. U uzorcima pri pH
vrijednosti 5 iznosila je oko 30 %, a pri pH 6 33 %. Takoder, utvrdeno je da se kod visih pH

vrijednosti deformacija oblika prilikom susenja povecavala.
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1.

ZAKLJUCCI

Kao optimalna koncentracija enzima lakaze odabrana je koncentracija od 100 jedinica
enzima po gramu psilijjuma jer je ta receptura, bez obzira na istu ocjenu sa
koncentracijom sa 50 jedinica enzima po gramu psilijuma, rezultirala snack proizvodom
sa najmanjom deformacijom oblika (16 %), najmanjim odstupanjem od zadane Sirine
(4,56 %) 1 najboljom preciznosti oblika (58 %).

Kao optimalna koncentracija enzima ksilanaza odabrana je koncentracija od 50 jedinica
enzima po gramu psilijuma jer je ta receptura rezultirala snack proizvodom najbolje
preciznosti oblika (65 %) i najmanjom deformacijom oblika (24 %), te je, bez obzira na
istu prosjecnu ocjenu, vizualno bila bolja od recepture sa 100 jedinica enzima po gramu
psilijuma.

Kao optimalno vrijeme djelovanja enzima lakaza odabrano je 2 sata jer se u tom periodu
razvije tijesto najbolje kvalitete tiska i reoloSkih svojstava. Duljim predtretmanom
dobiva se viskoznije tijesto s ve¢im deformacijama u pecenju.

Najbolja reoloska svojstva i kvalitetu tiska su uzorci sa 100 jedinica lakaze pokazali pri
pH vrijednosti tijesta 5, dok su uzorci sa 50 jedinica ksilanaze bili najbolji pri pH

vrijednosti tijesta 6.

. Usporedbom kvalitete tiska tijesta u kojem se koristila lakaza i tijesta u kojem se koristila

ksilanaza bolji rezultati su postizani koriStenjem tijesta s lakazom.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja Tea Zeravica izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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