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1 UVvOD

Probiotici su pojedina¢na ili mjeSovita kultura zivih mikroorganizama koji primijenjeni
u ljudi ili Zivotinja, blagotvorno djeluju na domacina poboljSavaju¢i mu svojstva autohtone
mikroflore (Suskovi¢, 1996). Kao probiotici se mogu koristiti razli¢iti mikroorganizmi, ali se
bakterije mlijecne kiseline, koje imaju GRAS (Generally Recognized As Safe) status, najcesce
koriste za proizvodnju probioti¢kih pripravaka. Probioticki pripravei moraju sadrzavati zive
stanice u koncentraciji vecoj od 10° kako bi imali pozitivan zdravstveni u¢inak na zdravlje.
Kako bi se osiguralo da probioti¢ke bakterije prezive u zadovoljavaju¢em broju tijekom obrade,
cuvanja i nakon oralne konzumacije u gastrointestinalnom traktu primjenjuju se razlicite
metode mikroinkaspulacije i susenja. Mikroinkapsulacija je tehnoloski postupak imobilizacije
probiotic¢kih bakterija unutar ograni¢enog prostora nosaca s ciljem njihove stabilizacije tijekom
biotehnoloskog postupka proizvodnje i primjene kao bioterapeutika (Champagne i1 Fustier,
2007). Na taj nacin se probioticke stanice mogu zastititi od degradacije Stetnim faktorima
kojima se susrecu tijekom proizvodnje i prolaza kroz gastrointestinalni trakt, a omoguceno je
njihovo oslobadanje u kontroliranim uvjetima. Nosaci koji se koriste za mikroinkapsuliranje
moraju biti sigurni materijali koji se mogu koristiti u prehrani. Najces¢e koriSteni nosaci su:
alginat, karagenan, kazein, Kkitozan, zelatina i $krob. Liofilizacija ili suSenje smrzavanjem je
metoda susenja kod koje se procesom dehidratacije postize zamrzavanje proizvoda i zatim se
smanjuje okolni tlak kako bi se omogucilo da se smrznuta voda izravno sublimira od krute faze
do plinske faze. Tijekom procesa liofilizacije Cesto se dodaju lioprotektori koji razli¢itim

mehanizmima sprecavaju oStec¢enja stanica tijekom zamrzavanja, suSenja i skladistenja.

Cilj ovog rada je bio ispitati najpovoljniji nacin biotehnoloske proizvodnje bakterijskih
sojeva Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12. Navedeni sojevi su autohtoni
izolati iz tradicionalno proizvedenog dimljenog sira, identificirani i selekcionirani kao
potencijalni probioticki sojevi u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i
starter kultura. Buducéi da ¢e se ti sojevi koristiti kao funkcionalne starter kulture za kontroliranu
proizvodnju sireva, u ovom radu je ispitana primjena tri razli¢ita nosaca, alginata, k-karagenana
I kazeina uz djelovanje enzima transglutaminaze, za mikroinkapsulaciju kako bi se odabrao
onaj najpovoljniji odnosno onaj koji omogucava najbolje prezivljavanje navedenih sojeva
tijekom procesa proizvodnje, skladiStenja i primjene. Uz to, bilo je potrebno ispitati koji ¢e
lioprotektor najbolje zastiti mikroinkapsulirane sojeve tijekom procesa suSenja liofilizacijom.

1
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Kao lioprotektori su koriSteni laktoza, inulin, saharoza, sorbitol i obrano mlijeko u prahu. Na
kraju je ispitano prezivljavanje liofiliziranih mikroinkapsuliranih sojeva Lactobacillus brevis

D6 i Lactobacillus fermentum D12 u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta.
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2 TEORIJSKI DIO

2.1 METODE MIKROINKAPSULACIJE PROBIOTICKIH BAKTERIJA
2.1.1 Probiotici

Probiotici se definiraju kao zivi mikroorganizmi koji, dodani u odgovarajucoj koncentraciji,
imaju pozitivan ucinak na zdravlje domacina. To moze biti pojedinacna ili mjeSovita kultura
zivih mikroorganizama koji primijenjeni u ljudi ili Zivotinja, blagotvorno djeluju na domacina
poboljsavajuéi mu svojstva autohtone mikroflore (Rafter, 2003; Suskovi¢, 1996). Pozitivni
ucinci probiotika ukljucuju inhibiciju rasta patogenih mikroorganizama (uslijed snizavanje pH
vrijednosti medija, odnosno proizvodnje organskih kiselina, mlijecne i octene, te drugih
antimikrobnih supstancija, kao $to su bakteriocini, vodikov peroksid, acetaldehid i diacetil,
zatim uslijed onemogucavanja adhezije patogena konkuriranjem za mjesta vezanja,
kompetitivna ekskluzija, i za nutrijente), odrzavanje stabilne ravnoteze crijevne mikroflore,
stimuliranje imunosustava, olakSavanje konstipacije, poticanje bolje apsorpcije kalcija, sintezu

vitamina te sudjelovanje u razgradnji ugljikohidrata i proteina (Suskovié i sur., 2010).

Kroz veliki broj istrazivanja su opisani povoljni zdravstveni ucinci probiotika na potrosaca,
kao §to su pomo¢ kod gastrointestinalnih infekcija (kao $to je na primjer infekcija bakterijom
Helicobacter pylori) i uslijed toga ublaZzavanje simptoma upalnih procesa u intestinalnom
traktu, zatim antimikrobna aktivnost, poboljSavanje metabolizma laktoze, sniZavanje
kolesterola u serumu, stimulacija imunoloskog sustava te antimutagena, antikancerogena i
antidiuretska svojstva (Chassard i sur., 2011; Imasse i sur., 2007; Jones i Jew, 2007; Sanders i
sur., 2007; Shah, 2007; Madureira i sur., 2005; Nomoto, 2005; Gotcheva i sur., 2002;
Agerholm-Larsen i sur., 2000; Kailasapathy i Chin, 2000; Gomes i Malcata, 1999).

Veéina poznatih probiotika izolirana je iz mikrobiote humanog intestinalnog trakta.
Crijevna mikrobiota ima vaznu ulogu u ljudskom zdravlju, ne samo zbog sudjelovanja u
probavnom procesu, nego i zbog funkcije koju ima u razvoju imuniteta pa se tako smatra da su
mehanizmi djelovanja probiotickih bakterija modifikacija sastava endogene intestinalne
mikrobiote i1 njezine metabolicke aktivnosti, prevencija prerastanja i kolonizacije patogena te

poticanje imunoloskog sustava (Round i Mazmanian, 2009; Ouwehand 1 sur., 2002).

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
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Vrlo je vazno okarakterizirati rod i vrstu probioticke bakterije, ali isto tako 1 soj jer svaka
vrsta ima razlicite sojeve s razli¢itim prednostima za zdravlje tako da je pozitivni ucinak
probiotika specifican za svaki soj (Canani i sur., 2007). Zdravstvene koristi probioti¢kih
bakterija mogu biti posljedica proizvodnje organskih kiselina i/ili bakteriocina, zatim natjecanja
s patogenima za izvore ugljika i za mjesta vezanja u intestinalnom traktu te poboljSanja

imunoloskog sustava (Chen i Chen, 2007).

Bakterije mlije¢ne kiseline se smatraju najvaznijim predstavnicima probiotika s vrlo
pozitivnim uc¢inkom na humani gastrointestinalni trakt (Burgain 1 sur., 2011). To su gram-
pozitivne, nesporogene, katalaza-negativne bakterije prirodno prisutne na supstratima bogatim
hranjivim tvarima kao $to su mlijeko, meso, razgradni biljni materijali i u humanom
gastrointestinalnom traktu. Glavni proizvod njihovog metabolizma je mlije¢na kiselina, ali uz
to proizvode jo$ i octenu kiselinu, vodikov peroksid, diacetil, acetaldehid, masne kiseline i neke
druge antimikrobne komponente kao S$to su bakteriocini (male proteinske molekule s
antimikrobnim djelovanjem prvenstveno prema srodnim vrstama). Prema americ¢koj upravi za
hranu i lijekove bakterije mlije¢ne kiseline imaju GRAS status te su industrijski vrlo vazne i
upotrebljavaju se kao starter kulture za dobivanje razli¢itih fermentiranih proizvoda, a
istovremeno se intenzivno istraZuju u okviru probiotickog koncepta. Sistematika 1
nomenklatura bakterija mlijecne kiseline je tijekom vremena dozivljavala stalne promjene.
Danasnja klasifikacija bakterija bazirana na molekularnim metodama je uvelike unaprijedila
filogeneticki odnos medu prokariotima, posebice medu bakterijama mlijecne kiseline. Na
temelju komparativnih sekvencijskih podataka Gram-pozitivne bakterije tvore dvije linije
potomstva. Jedna linija se sastoji od gram-pozitivnih bakterija sa sastavom DNA manjim od
50% G + C parova takozvana grana Clostridium, gdje se nalaze i bakterije mlije¢ne kiseline,
dok druga grana Actinomyces, obuhvaca bakterije sa sadrzajem G + C parova baza ve¢im od
50%, a to su 1 bifidobakterije, koje su filogeneticki razlicite, ali fizioloski pripadaju bakterijama
mlije¢ne kiseline jer proizvode mlije¢nu i octenu kiselinu kao krajnje proizvode fermentacije

ugljikohidrata.

Probioti¢ke bakterije mogu poluciti pozitivan ucinak na potroSaca ako dodu do debelog
crijeva zive i u dovoljno visokoj koncentraciji (Gilliland, 1989). Najmanji broj zivih
probioti¢kih stanica (CFU @), koji mora biti prisutan u proizvodu u trenutku konzumacije,

kako bi postojao pozitivan medicinski (preventivni ili terapijski) ucinak bi prema IDF-u
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(International Dairy Federation) trebao biti >10” CFU g. Znadi taj broj se mora u proizvodu

odrzati do isteka njegovog roka trajanja (Ouwehand i Salminen, 1998).

2.1.2 Mikroinkapsulacija

Mikroinkapsulacija se Cesto spominje kao nacin zastite bakterija od nepovoljnih uvjeta
okoline (Anal i Singh, 2007; Champagne i Fustier, 2007). Cilj mikroinkapsulacije je stvoriti
mikrookoli§ u kojem ¢e bakterije prezivjeti tijekom obrade, skladiStenja i otpuStanja na
zeljenom mjestu u intestinalnom traktu. Mikroinkapsulacija je tehnoloski postupak
imobilizacije probiotickih bakterija unutar ograni¢enog prostora nosaca s ciljem njihove
stabilizacije tijekom biotehnolo§kog postupka proizvodnje i primjene kao bioterapeutika
(Champagne i Fustier, 2007). Mikrokapsule su Cestice koje sadrze aktivnu tvar okruzenu nekim
nosa¢em. Nosaci koje se koriste u mikroinkapsulaciji mogu biti razli¢ite vrste polisaharida,
proteina, i enzima, ovisno o tvari koji trebaju zastiti. Zastita bioaktivnih spojeva, kao §to su
vitamini, antioksidansi, proteini i lipidi, se moze ostvariti koriste¢i razli¢ite tehnike
mikroinkapsulacije. Mikroinkapsulacija se u prehrambenoj industriji koristi zbog kontroliranja
oksidativnih reakcija, maskiranja okusa, boja i mirisa, pruzajuci trajno i kontrolirano otpustanje
te zbog produzavanja roka trajanja proizvoda. U slucaju probiotika, oni moraju biti zasti¢eni od

trenutka proizvodnje pa sve do konzumacije proizvoda.
Glavni stresovi kojima probiotici mogu biti izlozeni Su:

e okolisni stres poput izlaganja toplini 1 hladno¢i tijekom procesiranja i visoki hidrostatski
pritisak tijekom pakiranja

e kiselinski, oksidativni i osmotski stres tijekom proizvodnje

e te tijekom prolaska kroz gastrointestinalni trakt kiselinski stres i izlaganje tvarima koje

izluCuje gusteraca, kao $to su Zucne soli 1 probavni enzimi.

Mikrokapsula omogucuje separaciju bakterijskih stanica iz mikrookoliSa, $to doprinosi
stabilnosti tijekom proizvodnje i skladiStenja, stabilnosti i aktivnosti tijekom primjene,
omogucava ravnomjerno i kontrolirano otpustanje u specificnim uvjetima te omogucava prolaz
metabolita malih molekulskih masa kroz membranu kapsule. Mikrokapsula se sastoji od

polupropusne, sferi¢ne, tanke i ¢vrste membranske stijenke, a moze biti veli¢ine od nekoliko

5
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mikrometara do nekoliko milimetara. Bakterijske stanice zadrzavaju se unutar mikrokapsula, a
hranjive tvari i metaboliti lako difundiraju kroz polupropusnu membranu. Probioticke stanice
koje ¢ine sadrzaj ,,mikrokapsule” otpusStaju se pomocu razli¢itih mehanizama, primjerice

otapanjem stijenke nosaca, fuzijom stijenke i difuzijom materijala.

Kod odabira najbolje metode mikroinkapsuliranja za probioticke bakterije treba uzeti u
obzir brojne aspekte kako bi se osiguralo prezivljavanje bakterija tijekom procesa proizvodnje
(mikroinkapsuliranja i suSenja), zatim u uvjetima skladiStenja i potrosnje, kao i kontrolirano

otpustanje u intestinalnom traktu potrosaca (Chavarri i sur., 2012).
2.1.3 Metode mikroinkapsuliranja

2.1.3.1 SuSenje rasprsivanjem

Susenje rasprSivanjem je metoda dobivanja suhog praha iz tekuce ili polutekucée faze
naglim susenjem vru¢im zrakom pri ¢emu je aktivni sastojak otopljen u mikroinkapsulacijskom
mediju tvore¢i emulziju ili suspenziju (slika 1) (Chavarri i sur., 2012). Kao otapalo se najcesce
koristi hidroklorid poput zelatine, biljne gume, modificiranog Skrob, dekstrina ili nekih
nezelatinizirajuéih proteina. SuSenje raspr§ivanjem je inace ¢esto koriStena industrijska metoda
za dobivanje mlijeka u prahu, instant kave, vo¢nih sokova u prahu, a sastoji se od tri faze,
rasprSivanja, suSenja i separacije odnosno odvajanja osusenog proizvoda i zraka. Tehnologija
suSenja rasprSivanjem omogucuje visoku stopu proizvodnje uz relativno niske troskove
proizvodnje, a dobiveni prasci su stabilni i lako primjenjivi (Petrovic i sur., 2007). Nedostatak
ove metode je taj Sto nije pogodna za suSenje materijala koji su osjetljivi na visoke temperature
i materijale sklone oksidaciji. Dakle, veéina probiotickih sojeva ne moze prezivjeti visoke
temperature 1 dehidrataciju tijekom procesa suSenja rasprSivanjem. Nizak postotak
preZivljavanja je uzrokovan uglavnom oStecenjem citoplazmatske membrane, ali isto tako
stani¢na stijenka, ribosomi i DNA mogu biti osteceni pri vi§im temperaturama (Teixeira i sur.,
2000). Corcoran 1 suradnici (2004) su uocili da su kulture u stacionarnoj fazi otpornije na
toplinu u usporedbi sa stanicama u eksponencijalnoj fazi rasta. Kako bi se osiguralo bolje
prezivljavanje probiotika, tijekom suSenja se dodaju zastitna sredstva. Tako je na primjer
dokazano da ugradnja zastitnih sredstava kao $to su trehaloza (Conrad i sur., 2000), krute tvari
bez masti i / ili aditol (Selmer-Olsen i sur., 1999), faktora koji poticu rast, ukljucujuci razne

probioticke / prebioticke kombinacije (Desmond i sur., 2002) i granuliranog Skroba (Crittenden
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1 sur., 2001) mogu poboljsati odrzivost kulture tijekom suSenja 1 skladiStenja (Picot i Lacroix,

2003).

Jezgra 1] Homogenizator
Zagrijani
Ly OOOOO zrak iliplin
v
Otapalo + nosat Posuda 22 e
mijesanje
FY N
»
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2a susenje \

Posuda 2a
sakupljanje

Slika 1. Shematski prikaz mikroinkapsulacije procesom susenja rasprsivanjem (Chavarri i sur.,

2012)

2.1.3.2 Rasprsivanje hladenjem

Ovaj postupak je sli¢an suSenju rasprSivanjem. Glavna razlika u postupku hladenja
rasprSivanjem je nose¢i materijal 1 radni uvjeti vezani uz postupak. U ovom slu¢aju se otopljeni
nosaci s niskim tockom taliSta koriste za mikroinkapsulaciju bakterija, a smjesa nosaca i
bakterijskih stanica se ubrizgava u struji hladnog zraka kako bi se omogucilo skrucivanje
noseceg materijala. Zanimljivo je da mikrokapsule proizvedene na ovaj nain uglavnom nisu
topljive u vodi. Medutim, zbog toplinskih uvjeta postupka, hladenje rasprSivanjem se rijetko

koristi za mikroinkapsuliranje probiotika.

2.1.3.3 Liofilizacija

Liofilizacija je proces suSenja proizvoda u zamrznutom obliku pri ¢emu se voda ili neko
drugo otapalo odvodi sublimacijom. Proces liofilizacije se sastoji od dvije odnosno tri faze;
faze zamrzavanja i faze suSenja koja se dalje dijeli na primarno 1 sekundarno suSenje. Stanice
se u prvoj fazi zamrzavaju u vanjskoj jedinici za zamrzavanje do temperatura od -80°C, zatim

se zamrznuti uzorci postavljaju u komoru za suSenje nakon ¢ega slijedi zatvaranje i stvaranje
7
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vakuuma, uz prethodno zagrijavanje vakuum pumpe. Tu zapocinje druga faza, odnosno faza
susenja tako S§to se zamrznuta voda iz krutog stanja, sublimacijom, prevodi direktno u paru pod
vakuumom pa je postizanje vakuuma vazno za uspjesnu liofilizaciju. Isto tako je vrlo vazno da
biomasa bude rasporedena u Sto tanjem sloju jer se uzorak susi od povrSine prema dnu pa se na
povrsini uzorka stvara suhi sloj koji moze postati prepreka ostatku vode s dna koja treba ispariti.
Sto je taj sloj deblji, para ¢e teZe izlaziti i suSenje ée se usporiti. Tijekom suSenja se razlikuju
dvije faze, faza primarnog i faza sekundarnog susenja. Primarno je suSenje to iz zamrznutog
stanja tijekom kojeg se u pripravak dovodi toplina preko polica kako bi se ubrzao proces
sublimacije. Temperatura kondenzatora je otprilike -50°C za vodene uzorke, a ukoliko se radi
o nekim otapalima s nizom tockom ledista, tada ta temperatura mora biti i niza. Ovdje je
potrebno naglasiti da je od iznimne vaznosti da biomasa stvarno bude potpuno smrznuta prije
pocetka procesa susSenja jer ¢e u protivhom vakuum u primarnoj fazi suSenja uzrokovati
kljucanje otopljenog dijela uzorka. Temperatura kondenzatora bi trebala biti 15-20°C niza od
temperature polica. Pokretacka sila liofilizacije je zapravo razlika tlaka para koji nastaje zbog
razlike temperature uzorka i temperature u kondenzatoru. Zamrznuti uzorak postepeno
dehidratira bez bitne promjene strukture i oblika $to kasnije olakSava proces rehidratacije.
Primarnim suSenjem se iz pripravka izdvaja slobodna voda i ono zavrSava kada se iz pripravka
ukloni otprilike 95% vode jer tada u pripravku vise nema leda pa i sublimacija tada zavrsava.
Sekundarno suSenje je suSenje iz tekuéeg stanja i njime se nastoji ukloniti tzv. vezana voda. Taj
proces se temelji na izotermnoj desorpciji do koje dolazi podizanjem temperature polica do
20°C. Ova faza zavrSava kada se izjednaci temperatura uzorka i okoline, a traje puno krace,

otprilike 2 sata (Chavez i Ledeboer, 2007). Faze postupka liofilizacije su prikazane na slici 2.
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Slika 2. Faze procesa liofilizacije (Nahata, 2018)

Iako tijekom liofilizacije dolazi do samo minimalnih oStecenja stanica, do njih moze
do¢i. Dakle, tijekom procesa liofilizacije, stanice su izlozene ,,hladnom Soku* tj. temperaturama
zamrzavanja 1 osmotskom Soku tj. dehidraciji. Tijekom suSenja smanjuje se koli¢ina vode u
stanicama kako bi se usporili metaboli¢ki procesi, a pri tome je vazno safuvati stanicnu
strukturu i stani¢ne funkcije. Uklanjanje vode predstavlja stres za stanicu jer fosfolipidi stani¢ne
membrane moraju podnijeti prelazak iz tekuce u gel fazu. U citoplazminoj membrani fosfolipidi
su hidratizirani. Uklanjanjem vode se povecavaju Van der Waalsove sile izmedu lanaca
ugljikovodika i1 dolazi do oSte¢enja membrane, a dodatak nekih protektora, na primjer Secera,
utjeCe na snizavanje temperature pri kojoj se taj prelazak odvija jer se vezu na povrsinu
fosfolipida umjesto vode i na taj nacin cuvaju strukturu stanicne membrane. Znaci za
protektivni ucinak Secera su zasluzne vodikove veze izmedu fosfatne grupe fosfolipida 1
hidroksilne grupe Secera. Dakle, Seceri ovdje djeluju kao lioprotektori, a lioprotektori su dodaci
koji se koriste tijekom suSenja 1 osmolize odnosno liofilizacije ¢ija je uloga stabilizacija
membrane 1 sprecavanje nepovratnih oSteenja stanicnih biopolimera. Osim mono, di i
polisaharida, mogu se koristiti i druge tvari kao $to su proteini mlijeka i sirutke, Se¢erni alkoholi,

aminokiseline i njihovi derivati.
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2.1.3.4 ,Fluid-bed“ aglomeriranje

,Fluid-bed*“ tehnologija se temelji na koriStenju fluidiziraju¢eg zraka kako bi se
osigurala jednoli¢na cirkulacija Cestica ispred mlaznice za rasprSivanje. Ta mlaznica se koristi
za rasprsivanje odabranog materijala za prekrivanje (rastopljeni produkt ili vodena otopina) koji

se skrutne pri niskoj temperaturi ili isparavanjem otapala (Chavarri i sur., 2012).

Stummer 1 suradnici (2012) su ispitivali suSenje fluidiziranog sloja kao metodu
dehidracije bakterije Enterococus faecium i zakljucili da se tehnologija fluidiziranog sloja moze
koristiti kao alternativa za dehidraciju probiotickih bakterija raslojavanjem stanica na
kugli¢nim peletima s razli¢itim zastitnim sredstava kao $to su glukoza, maltodekstrin, obrano
mlijeko, trehaloza ili saharoza. Prema opisanom postupku, moguée je kombinirati dva
proizvodna koraka: (1) dehidraciju stanica za ¢uvanje optimalnih svojstava stanica i (2) preradu
u prikladnu ¢évrstu formulaciju s odgovaraju¢im fizickim svojstvima (kuglasti peleti

poboljsavaju proto¢nost za punjenje kapsula ili doziranje u razli¢itim formulacijama.)

2.1.3.5 Metoda ekstruzije

Metode mikroinkapsuliranja u mikrosfere ukljucuje dva osnovna koraka: (1) unutarnja
faza koja sadrzi probioticke bakterije rasprSene u malim kapljicama, a zatim (2) se te kapljice
ucvrscuju geliranjem ili formiranjem membrane na njihovoj povrSini. Kada se tekuc¢ina pocinje
pumpati kroz mlaznicu, prvo izlazi ekstrudirana kao individualna kapljica, dok se pove¢anjem
brzine protoka kapljice prevodi u kontinuirani mlaz koji se zatim lomi na male kapljice. 1z toga
slijedi da se ekstruzijske metode mogu podijeliti u dvije grupe, prvu kap-po-kap i drugu u kojoj

se mlaz lomi (slika 3) (Chavarri i sur., 2012).

Postoje mnoga istrazivanja koja ukljucuju tehniku ekstruzije za mikroinkapsulaciju
probiotickih bakterija u svrhu njihove zaStite i stabilizacije. Shah i Ravula (2002) su
mikroinkapsulirali bakterije iz rodova Bifidobacterium i Lactobacillus u kalcijevom alginatu i
kao takve ih koristili u smrznutom fermentiranom desertu na bazi mlijeka. a prezivljavanje
bakterijskih stanica je poboljSano mikroinkapsuliranjem. Dodatno su drugi znanstvenici prvo
mikroinkapsulirali bakteriju, iz roda Bifidobacterium, u alginatu, a zatim su dobivene
mikrokapsule dodali u smjesu s drugim zastitnim spojevima (kao Sto sirutka i Zelatina) i
dobivena je veca otpornost u kiselom mediju u usporedbi sa slobodnih stanica i samo s

mikroinakpsuliranim stanicama (Liserre 1 sur., 2007). Sli¢an rezultat su dobili Chavarri i
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suradnici (2010), koji su koristili kitozan za poboljSavanje stabilnosti alginatnih kapsula s
probiotikom. U ovim istrazivanjima je tehnikom ekstruzije pokazan ucinkovit nacin
poboljSavanja prezivljavanja probiotickih bakterija u simuliranim uvjetima humanog

gastrointestinalnog trakta.

Kapajuca
metoda

Kap-po-kap Lom mlaza

(CELSIEI Elektrostatski Vibracijski Rezajuca Centrifugalna

SN protok potencijal mehanizam metoda sila

METODA UCVRSCIVANJA

ZATVARANIJE U PREMAZ HIDROGELNIH DIREKTNO STVARANJE
HIDROGELNE KUGLICE KUGLICA MEMBRANE

lonotropni gel Suprotno nabijeni
Termalni gel polimeri
Polimerizacija Transaminacija

Smrzavanje/odledivanje Premaz sprejom

Koekstruzija
Koacervacija

Polimerizacija

Slika 3. Klasifikacija metoda za izradu ¢vrstih kapi (Chavarri i sur., 2012)
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2.1.3.6 Adhezija na granule skroba

Skrob je jedinstven medu ugljikohidratima jer se prirodno javlja u granulama. Njihova
veli¢ina ovisi o porijeklu skroba, a u rasponu su od 1 do 100 pum. Oni su prili¢no gusti i
netopljivi, dok su hidrolizati Skroba tek djelomic¢no topljivi u vodi na sobnoj temperaturi. Zrnata
struktura je nepovratno izgubljena kada se granule zagrijavaju u vodi oko 80°C, a toplina i

mehanicka energija nuzni su za potpuno otapanje granula.

Skrob je obi¢no djelomiéno ili potpuno otopljen prije nego §to se koristi u primjeni hrane.
Hidrolizati Skroba ili kemijski modificirani Skrob se koriste kao mikroinkapsulacijski nosaci za
lipofilne arome (Murua-Pagola i sur., 2009; Jeon, 2003). Djelomi¢no hidrolizirane i umrezene
Skrobne granule se predlazu kao prikladni nosaci za razlicite funkcionalne sastojke hrane. Kako
bi se Skrobne granule hidrolizirale, potrebna je upotreba amilaza, a kukuruzni Skrob je

najprikladniji za tu svrhu.

2.2 NOSACI ZA MIKROINKAPSULACIJU

Nosaci za mikroinkapsulaciju se mogu koristiti pojedinacno ili u kombinaciji kako bi
stvorili monoslojni materijal. KoriStenje nosafa s dvostrukom membranom moze sprijeciti
njihovo izlaganje kisiku tijekom skladiStenja i moze povecati otpornost stanica na kisele uvjete
1 vece koncentracije zuc¢nih soli. Prilikom primjene mikroinkapsulacije u prehrambenoj
industriji neophodno je osigurati upotrebu netoksic¢nih (engl. food grade) materijala. U literaturi
se navode razli€iti nosaci. Od prirodnih polisaharida, iz biljaka to su Skrob i njegovi derivati
kao Sto su amiloza i dekstrin, 1 pektin pa karagenana i alginat kao morski ekstrakti, zivotinjski
polisaharidi kitozan i gelan te mikrobni ksantan. Najc¢e$ce se koriste alginat ili karagenan zbog
njihovog svojstva stvaranja gela tijekom mikroinkapsulacije. Stvaranje gela doprinosi zastiti
sadrZaja unutar kapsule, pri ¢emu alginat, kao 1 kitozan te pektin tvori gel na temelju ionske
izmjene s kalcijevim ionima, dok karagenan, gelan i ksantan tvore gelove promjenom
temperature. Uz primjenu polisaharida, kao zastitno sredstvo mogu se koristiti 1 razli¢iti
proteini, kao S$to je Zelatina, protein Zivotinjskog porijekla, koja takoder tvori temperaturni gel,
zatim proteini mlijeka, kao Sto je kazein te proteini sirutke koji ukljucuju alfa i beta

laktalbumine i imunoglobuline. Oni se koriste budu¢i da su biorazgradivi, a mogu se primijeniti
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u razli¢itim prehrambenim proizvodima. Uz to, jos se koristi gluten, protein iz Zitarica (Chavarri

i sur., 2012).
2.2.1 Alginat

Najcesce koristen biopolimer za mikroinkapsulaciju je alginat. Alginat je prirodan
polisaharid koji se nalazi u morskim algama, ali se pojavljuje i kao polisaharid u obliku kapsule
u nekim bakterijama (Gudmund, 2006). Buduci da je prirodni polimer, alginatne kiseline ¢ine
skupinu linearnih binarnih kopolimera koje su 1-4 glikozidnom vezom vezane na o-L-
guluronsku kiselinu (G) i njezin C-5 epimer -D manuronske kiseline (M), a alginati su soli (ili
esteri) ovih polisaharida. Sastoji se od nekoliko gradevnih blokova (100-3000 jedinica) koji su
medusobno povezani u krutom i djelomi¢no fleksibilnom lancu. Relativne koli¢ine dviju
uronskih jedinica i njihov sekvencijalni raspored duz polimernog lanca mogu znacajno varirati,
0Visno o podrijetlu alginata: mogu se naci tri vrste blokova: homopolimerni M-blokovi (MM),
homopolimerni G-blokovi (GG) i heteropolimerni sekvencijski izmjeni¢éni MG-blokovi (MG).
Ovaj sastav i nacin strukture osiguravaju alginatu funkcionalna svojstva za ugradnju u

mikroinkapsulacijski matriks (Chavarri i sur., 2012).

Inkapsulacija probiotickih bakterija u alginatu moguca je zbog njegove netoksicnosti i
brzog postupka umreZavanja. Otapanje alginata u vodi daje viskoznu otopinu ¢ija se viskoznost
povecava duljinom makromolekula (broj monomernih jedinica), a na njegovu topljivost utjecu
pH (pri pH <3 se talozi kao alginska kiselina), prisutnost iona suprotnog naboja (alginat se
talozi umrezavanjem, geliranjem, s dvovalentnim ionima kao §to su Ca?" Ba?*, Sr¥*, itd.) i
sekvencijalnim rasporedom monomera (fleksibilnost alginatnih lanaca u otopini raste u poretku
MG <MM <GG). Geliranje nastaje kada kation poput Ca?* sudjeluje u medusobnom vezanju

izmedu G-blokova $to dovodi do trodimenzionalne mreze (slika 4) (Chavarri i sur., 2012).

Prednost alginata je u tome Sto lako formira kapsulu oko bakterijskih stanica, siguran je
za ljudski organizam, jeftin je, ne zahtijeva ekstremne uvjete proizvodnje te se moze dobro
otopiti u debelom crijevu i otpustiti zatvorene stanice. Nedostatak alginata je taj Sto su alginatne
mikrokapsule osjetljive na kiseli okolis te Sto zbog poroznosti ne mogu zastiti stanice od okoline
(Mortazavian i sur., 2008; Gouin, 2004). Ipak, ti nedostaci se mogu nadoknaditi mijeSanjem
alginata s drugim polimernim spojevima, premazivanjem kapsula drugim spojem ili

strukturnom modifikacijom alginata koriStenjem razli¢itih aditiva (Krasaekoopt i sur., 2003).
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Primjer mijesanje alginata s drugim polimera je koriStenje u kombinaciji s kitozanom. Kitozan
ima vrlo dobru sposobnost formiranja filma te se koristi kao vanjska ovojnica u kapsulama

dobivenim anionskim polimerima poput alginata.
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Slika 4. Prikaz formiranja alginatne mikrokapsule u trenutku kada Ca?* ion difundira u sustav
(Chavarri i sur., 2012)

2.2.2 Karagenan

Karagenan pripada porodici polisaharida sa sulfatima visoke molekulske mase, a dobiva
se iz razlicitih vrsta morskih crvenih algi. Najcesce se koristi k-karagenan, uz koji jo$ postoje
A- i t-karagenana. Ovaj polimer se uglavnom Kkoristi kao sredstvo za geliranje, za poboljSavanje
teksture ili kao stabilizator hrane te za farmaceutske 1 kozmeticke pripravke. Njegova primarna
struktura temelji se na izmjeni¢noj disaharidnoj ponavljajucoj jedinici a-(1,3)-galaktoze 4-

sulfata i n- (1,4) -3,6-anhidro-5-galaktoze.

k-karagenan zahtijeva visoku temperaturu (60-90°C) za otapanje, posebno kada se
primjenjuje pri  visokim koncentracijama (2-5%). Medutim, kada se Kkoristi za
mikroinkapsuliranje probiotika, stanice se dodaju u otopinu polimera pri temperaturi od 40 do
50°C. Karagenan tvori termoreverzibilne gelove koji se hlade u prisutnosti K™ iona kao
stabilizatora. Geliranje s dvovalentnim kationima, kao $to su Ca?" ili Cu?* je takoder moguce,
ali ne tako Cesto, a toplinsko geliranje je najces¢a metoda (Mangione i sur., 2005; Mangione i
sur., 2003).
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k-karagenanske kuglice za probioticku mikroinkapsulaciju se mogu proizvesti koriste¢i
nekoliko tehnologija kao Sto su ekstruzija i tehnika stvaranje emulzije. Mikroinkapsuliranje
probiotickih stanica u k-karagenskim zrncima omogucava poboljsanje njihovog prezivljavanja,

ali proizvedene mikrokapsule su krhke i ne mogu podnijeti naprezanja (Chen i Chen, 2007).
2.2.3 Kitozan

Kitozan je deacetilirani derivat hitina, koji je prisutan u Skoljkama, gljivama, insektima
1 mekuScima. Ovaj polimer je linearni polisaharid, koji se moze smatrati koopolimerom, a
sastoji se od nasumic¢no raspodijeljenog B-(1,4) vezanog D-glukozamina i N-acetil-D
glukozamina. Funkcionalna svojstva kitozana su odredena molekulskom masom, ali i stupnjem
acetilacije (DA), koji predstavlja udio jedinica N-acetil D-glukozamina s obzirom na ukupan
broj jedinica (Chatelet i sur., 2001). Kitozan je topiv u kiselom do neutralnom mediju, ali

topljivost 1 viskoznost otopine ovisi o duzini lanaca i DA.

Buduci da je kitozan pozitivno nabijen polimer, on tvori ionske hidrogelove dodavanjem
aniona i takoder interakcijom s negativno nabijenim polimerima kao alginatom ili ksantanom
(Chéavarri i sur., 2010). Moguce je dobiti hidrogel taloZenjem u osnovnom mediju ili kemijskim
umrezavanjem S glutaraldehidom. Kitozan je biorazgradiv i biokompatibilan. Ima
antibakterijsko djelovanje, Sto se mora uzeti u obzir kada se koristi za mikroinkapsuliranje
probiotickih bakterija. Zbog mogucnosti negativnog utjecaja na prezivljavanje bakterija, a zbog
toga Sto ima vrlo dobru sposobnost formiranja filma, kitozan se koristi kao vanjska ovojnica u
kapsulama nacinjenim anionskim polimerima poput alginata. Ovakva primjena kitozana moze
poboljsati prezivljavanje probiotickih bakterija tijekom skladiStenja i tijekom prolaska kroz
gastrointestinalni trakt §to je ¢ini dobrim nacinom dostave Zivih bakterijskih stanica u debelo

crijevo (Chavarri i sur., 2010; Capela, 2006).
2.2.4 Proteini mlijeka

Proteini mlijeka mogu u odgovarajuéim uvjetima tvoriti gelove. Proteini su lanci
molekula aminokiselina povezani peptidnim vezama, a moguci su razli€iti tipovi proteina zbog
velikog broja aminokiselina (22 jedinica) i1 razli¢ite moguénosti sekvenci. Zbog svojih
fizikalno-kemijskih svojstava, proteini mlijeka su vrlo zanimljivi za mikroinkapsluaciju.
Postoje dvije glavne kategorije proteina mlijeka koje se dijele prema kemijskom sastavu i

fizikalnim svojstvima, a to su kazein i proteini sirutke. Kazein je bogati prolinom, strukturno
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Prehrambeno-biotehnoloski fakultet



Ema Bali¢ Diplomski rad

otvoreni reomorfi¢ni proteini koji imaju razlicite hidrofobne i hidrofilne dijelove, a 95%
kazeina se prirodno formira u kazeinske micele. Proteini sirutke prvenstveno ukljucuju a-
laktoalbumin, P laktoglobulin, imunoglobuline i serumski albumin, ali i brojne manje proteine,

no proteini sirutke su globularni.

Proteini mlijeka su prirodna sredstva za stanice probiotika te se zbog strukturnih i

fizikalno-kemijskih svojstava mogu se koristiti za transport probiotika (Livney, 2010).
2.25 Skrob

Skrob je polisaharid sastavljen od a-D-glukoznih jedinica vezanih glikozidnim vezama,
koje proizvode sve zelene biljke. Sastoji se od dva polisaharida, amiloze i amilopektina.
Amiloza je linearni i spiralni lanac glukoznog polimera, dok je amilopektin vrlo razgranati
lanac. Sadrzaj svake frakcije ovisi o porijeklu Skroba, ali opéenito sadrzi oko 20-30% amiloze

i 70-80% amilopektina.

Kao §to je opisano u poglavlju 2.1.3.6., probioticke bakterije se mogu mikroinkapsulirati
adhezijom na Skrobne granule, no $krob je obi¢no kemijski ili fizicki modificiran za razlicite
primjene, ¢ak se i za kapsuliranje koriste maltodekstrini ili ciklodekstrini, obi¢no u kombinaciji
s tehnologijom suSenja rasprsivanjem. Skrobna granula je idealna povr§ina za pridrzavanje
probiotickih stanica, a rezistentni Skrob (Skrob koji nije razgraden enzimima gusterace u tankom
crijevu) moze do¢i do debelog crijeva u kojem se fermentira (Kritchevsky, 1995). Stoga,
rezistentni Skrob osigurava dobru enteriCke dostavu 1 bolje oslobadanje bakterijskih stanica u
debelom crijevu. Stovise, rezistentni $krob moze djelovati kao prebiotik probiotickim

bakterijama u debelom crijevu (Haralampu, 2000; Thompson, 2000).

2.2.6 Usporedba razlicitih nosaca za mikroinkapsulaciju

Kao §to je vec reCeno, kako bi se ispunili mnogi zahtjevi uspjeSnog mikroinkapsuliranja
probiotika, primijenjene su razlicite tehnike za povecanje otpornosti ovih mikroorganizama
ukljucivanje nekih polimera u hrani u matricu alginata. Zbog toga postoji veliki broj istrazivanja
koja ispituju utjecaj razli¢itih nosac¢a za mikrokapsulaciju na prezivljavanje probiotika u in vitro

modelima koji simuliraju prolaz kroz gastrointestinalni trakt, Sto je prikazano u tablicama 1-3.
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Tablica 1. Uc¢inak mikroinkaspulacije, s nosa¢ima koji se baziraju na proteinima mlijeka, na
prezivljavanje probiotika u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta (Bakr Shori, 2017)

Probiotik Vrsta inkapsulacijskog materijala PreZivljavanje probiotika[logCFU g'1] Vrijeme inkubacije [min] Referenca

L. lactis Mlije¢ni matriks sa sirutkom 2,8 1 90 Heidebach i sur. (2009a)
L. paracasei  Natrij kazein geliran s transglutaminazom 0,81 90 Heidebach i sur. (2009a)
L. paracasei  Natrij kazein geliran s transglutaminazom 21 90 Heidebach i sur. (2009b)
B. lactis Natrij kazein geliran s transglutaminazom 0,61 90 Heidebach i sur. (2009b)
L. casei Natrij-kazein i gelan guma gelirana sa glukano-6-laktonom 37 120 Nagisur. (2011)

L. bulgaricus  Alginat-mlijeko ~10°" 120 Shi i sur. (2013a)

L. rhamnosus Micelarni kazein i denaturirani proteini sirtuke ~10™” 120 Burgain i sur. (2013)

B. lactis =Bifidobacterium lactis; L. bulgaricus =Lactobacillus bulgaricus; L. paracasei = Lactobacillus
paracasei; L. casei = Lactobacillus casei; L. rhamnosus = Lactobacillus rhamnosus; T = vise nego podetni broj
stanica * isti broj kao pocetni broj, CFU = jedinica za broj kolonija

Tablica 2. Ucinak mikroinkaspulacije, s nosa¢ima koji se baziraju na alginatu, na
prezivljavanje probiotika u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta (Bakr Shori, 2017)

Probiotik Vrsta inkapsulacijskog materijala Postotak prezivljavanja [%] Vrijeme inkubacije [min] Referenca

L. acidophilus CGMCC1.2686  Alginat- CaCO3 22 120 Caiisur. (2014)

L. acidophilus CGMCC1.2686  Alginat- Ca- etilendiamintetraacetat 71 120 Caiisur. (2014)

L. rhamnosus GG ATCC 53103 Ca- alginat 43 180 Guimardes i sur. (2013)
B. animalis DN-173 010 Ca- alginat 72 180 Guimardes isur. (2013)
B. longum BIOMA 5920 Alginat i kolagen koji je sli¢an ljudskom 51 120 Suisur. (2011)

B. adolescentis 15703T Zelirane mikrosfere s alginatom ~30 120 Annani sur. (2008)

B. adolescentis = Bifidobacterium adolescentis; B. animalis = Bifidobacterium animalis; B. longum =
Bifidobacterium longum; L. acidophilus = Lactobacillus acidophilus; L. rhamnosus = Lactobacillus rhamnosus

Tablica 3. Ucinak mikroinkaspulacije, s nosa¢ima koji se baziraju na kitozanu, na
prezivljavanje probiotika u simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta (Bakr Shori, 2017)

Probiotik Vrsta inkapsulacijskog materijala PreZivljavanje probiotika[logCFU g'l] Vrijeme inkubacije Referenca
E. faecium MC13 Alginat-kitozan Nil 144h Kanmani i sur. (2011)
L. gasseri Alginat-kitozan 7 120 min Chavarri i sur. (2010)
B. Bifidium Alginat-kitozan
L. casei Alginat-kitozan 7,38 120 min Liisur. (2011)
L. casei Alginat-kitozan- karboksimetil kitozan 7,91 120 min Liisur. (2011)
B. Breve Alginat-kitozan i fluid bed susenje 6,6 60 min Cookiisur. (2011)
Poli-D,L-lakti¢na-ko-glikolna kiselina
sa dodanim
B. Breve probioticima,galaktosaharidi >4 60 min Cook i sur. (2014)
inkomponirani u aginat-kitozan
matriks
S. bouladrii Kitozan/dekstran sulfat 7,19log CFU/100 mg 120 min Thomas i sur. (2014)

E. faecium MC13= Enterococcus faecium MC13, B. bifidum = Bifidobacterium bifidum; B. breve =
Bifidobacterium breve; L. casei = Lactobacillus casei; L. gasseri = Lactobacillus gasseri. S.
bouladrii=Saccaromyces bouladrii
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Mikroinkapsuliranje probiotika u biokompatibilnim vi$eslojnim nosafima pomocu
tehnike sloj-po-sloj vrlo je djelotvorno za poboljSanje zastite i odrzivosti probiotika u
gastrointestinalnom traktu. Oblaganje alginatnih mikrokapsula je znatno poboljsalo stabilnost
tih kapsula u jako kiselom mediju. Ugradivanje proteina sirutke i micelarnog kazeina s
alginatom imalo je znacajan u¢inak na povecanje prezivljavanje probiotika tijekom prolaska
kroz gastrointestinalni trakt zbog izrazitog puferskog kapaciteta. Osim toga, upotreba enzima
kao sto je transglutaminaza kao agense za geliranje tijekom inkubacije probiotika u mlije¢nim
matricama pruza mnoge obecavaju¢e mogucénosti za povecanje zastite probiotika u kiselim

uvjetima.
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI
3.1.1 Radni mikroorganizmi

U ovom diplomskom radu koriStena su dva soja bakterija mlije¢ne kiseline iz roda
Lactobacillus, prikazana u tablici 4. Navedeni sojevi su izolirani iz dimljenog sira, te
identificirani i selekcionirani u Laboratoriju za tehnologiju antibiotika, enzima, probiotika i

starter kultura na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu.

Tablica 4. Bakterijski sojevi koriSteni u ovom radu

Oznaka | Hranjiva podloga i uvjeti

Bakterijski soj soja rasta

Lactobacillus brevis D6 MRS, 37°C, anaerobno

Lactobacillus fermentum D12 MRS, 37°C, anaerobno

3.1.2 Hranjive podloge

Za odrzavanje, ¢uvanje 1 uzgoj bakterija mlijene kiseline u ovom radu su korisStene slijedece

podloge:

e MRS (De Man, Rogosa i Sharpe) agar, sastava (g/l destilirane vode): pepton 10; mesni
ekstrakt 10; kvascev ekstrakt 5; glukoza 20; Tween 80 1; MgSOsx7H.0 0,1;
MnSO4x7H20 0,05; natrijev-acetat 5; agar 20. pH vrijednost podloge iznosi 6,5, a
sterilizacija se provodi pri 121°C tijekom 15 min.

e MRS bujon je istog sastava kao podloga MRS agar, ali bez dodatka agara.
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3.1.3

Kemikalije

100 bp DNA Ladder standard, ,,Invitrogen*, SAD
agar, ,,Merck®, Njemacka

agaroza, ,,Appligane, Francuska
akrilamid/bisakrilamid, ,,Sigma*, SAD

alginat, ,,Fluka®, Svicarska

amonij-perokosodisulfat (APS), ,,Kemika“, Hrvatska
biljno ulje, Zvijezda, Hrvatska

Dcode dye solution ,,BioRad®, SAD

EmeraldAmp MAX HS PCR Master Mix - (2x Premix) ,,Takara“, Japan
etanol, ,,Kemika®, Hrvatska

etidijev bromid, ,,Boehringer Manheim GmbH*, Mainheim
fenol-kloroform, ,,Sigma“, SAD

formamid ,,BioRad*, SAD

glicerol, ,,Alkaloid, Makedonija

glukoza, ,,Kemika“, Hrvatska

goveda zu¢ (oxgall), ,,Difco, SAD

inulin, ,,Difco*, SAD

izopropanol, ,,Kemika“, Hrvatska

kalcijev klorid, ,, Fluka®, Svicarska

kazein, ,,Sigma*, SAD

k-karagenan, ,,Sigma“, SAD

kloridna kiselina, ,,Kemika*, Hrvatska

kompleksal 111 (etilendiamintetraoctena kiselina dinatrijeva sol-dihidrat), ,,Kemika®,
Hrvatska

kvasc¢ev ekstrakt, ,,Difco®, SAD

laktoza, ,,Kemika“, Hrvatska

lizozim, ,,EuroBio*, Francuska

magnezijev klorid, ,,Kemika*, Hrvatska

magnezijev sulfat, ,,Alkaloid*, Makedonija
manganov sulfat, ,,Merck*, Njemacka

mesni ekstrakt, ,,Biolife”, Malazija

natrijev acetat, ,,Kemika®, Hrvatska

natrijev citrat, ,,T.T.T.“, Hrvatska

natrijev dodecilsulfat, ,,Sigma“, SAD

natrijev hidroksid, ,,Kemika®, Hrvatska

natrijev klorid, ,,Kemika*, Hrvatska

,huclease free” voda, ,, Takara®, Japan

obrano mlijeko, ,,Fluka®, Svicarska
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pankreatin (165 U/mg) iz svinjske gusterade, , BioChemika®, Fluka, Svicarska
pepsin (P-700), ,,Sigma®“, SAD

pepton, ,,Biolife, Malazija

pocetnice ,,Invitrogen*, SAD

Ringerova otopina, ,,Merck®, Njemacka

RNase A, ,,Qiagen”, Spanjolska

saharoza, Kemika®, Hrvatska

sorbitol, Kemika“, Hrvatska

TAE ,,BioRad“, SAD

TEMED (N, N, N°, N -tetrametiletilen), ,,Sigma‘“, SAD
transglutaminaza ACTIVA® YG (100 U/g), ,,Ajinomoto*, Njemacka
Tris (hidroksimetil)-aminometan, ,,Carlo Erba®, Italija

Tween 80, ,,Sigma“, SAD,

urea ,,.BioRad“, SAD

A DNA HindlIII standard, ,,Fermentas®, Kanada

Aparatura i pribor

DGGE sustav, ,,BioRad*“, SAD

BioSpec Nano, ,,Shimatzu®, Japan

autoklav, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

automatske pipete, ,,Eppendorf, SAD

bag mixer, ,,Interscience®, Francuska

centrifuga Centric, ,,Tehtnica®, Slovenija

centrifuga s hladenjem 5804R, ,,Eppendorf, SAD
DNA-termoblok, Mastercyclerpersonal, “Eppendorf”
elektroforetska kadica, ,,BioRad*, SAD

ependorfice

epruvete

hladnjak, ,,Gorenje*, Slovenija

kivete za centrifugiranje; 15 ml, 50 ml

liofilizator Christ Alpha 1-2 LD plus, ,,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen
GmbH*, Njemacka

magnetska mjesalica, ,,IKA-Werke GmbH & Co*, Njemacka
Petrijeve zdjelice

pH-metar, “Metrohm”, Svicarska

pinceta

,power supply*, ,,BioRad“, SAD

stalci za ependorfice
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e stalci za epruvete

e termostat, ,,Instrumentarija“, Hrvatska

e transiluminator MiniBIS Pro, ,,DNT*, Njemacka

e tresilica, ,,New Brunswick Scientific*, SAD

e vaga, ,Sartorius“, Njemacka

e vibro-mjesa¢ EV-100, , Kartell®, Italija

e vodena kupelj, ,,Sutjeska®, Jugoslavija

e zamrzivac (-80°C), ,,New Brunswick Scientific*, SAD

3.2 METODE RADA
3.2.1 Odrzavanje i cuvanje mikroorganizama

Sojevi bakterija mlije¢ne kiseline su ¢uvani pri -80°C u MRS tekucoj hranjivoj podlozi
uz dodatak 15% (v/v) glicerola. Dan prije eksperimenta sojevi bakterija mlije¢ne kiseline se
inokuliraju u svjezu hranjivu podlogu te inkubiraju pri optimalnoj temperaturi rasta odnosno
pri 37°C.

3.2.2 lzolacija kromosomke DNA

Volumen od 1,5 mL prekonoénih kultura bakterija mlije¢ne kiseline centrifugira se 10
min pri 9000 o min* i resuspendira u 1 mL GTE pufera (25 mM TRIS + 10 mM EDTA + 50
mM glukoze). Stanice se resuspendiraju u 500 pL otopine GTE pufera, lizozima (8 mg/500 pl)
i RNA-ze (50 plml?), i inkubiraju 30 minuta pri 37°C. Zatim se doda 250 pL SDS-a (2%) i
vorteksira 1 min. Nakon toga se doda 100 uL neutralnog fenol-kloroforma, vorteksira 30
sekundi 1 centrifugira pri 13 000 o min? tijekom 5 minuta. Supernatant, bez interfaze, se
pomijeSa s 1/10 volumena 3M natrijeva acetata (pH=4,8) i 1 volumenom izopropanola. Nakon
inkubacije (5 minuta pri sobnoj temperaturi) slijedi centrifugiranje na 13 000 o min tijekom
10 minuta. Talog se resuspendira u 300 uL otopine 0,3 M NaAc i 10 mM MgCl; te vorteksira.
Nakon dodatka 700 uL apsolutnog etanola (ohladenog na -20°C), uzorak se inkubira preko noci
pri -20°C. Nakon toga slijedi centrifugiranje pri 14000 o min* tijekom 20 minuta. Talog se
suspendira u 75%-tnom etanolu (ohladenom na -20°C) i ponovno centrifugira pri 13 000 o min-!
tijekom 5 minuta. Talog DNA se resuspendira u 25 pL TE (10mM Tris (pH 7,8) i ImM EDTA)

pufera, a koncentracija DNA se izmjeri pomoc¢u BioSpec Nano uredaja. Koncentracija DNA za
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uzorak Lactobacillus brevis D6 je iznosila 461, 28 ng ul?, a za Lactobacillus fermentum D12

460,96 ng pl™.

3.2.3 Nasumi¢na amplifikacija polimofrne DNA (eng. Random Amplified Polymorphic -
DNA Polymerase chain reacation (RAPD-PCR))

DNA izolirana iz sojeva Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12
koristila se kao kalup za RAPD-PCR reakciju koja je provedena u DNA-termobloku,
Mastercyclerpersonal, “Eppendorf” (Lebos Pavunc i sur., 2010). Reakcijska smjesa se sastojala
od DNA, pocetnice M13 (5’-GAGGGTGGCGGTTCT-3") (Martin-Platero i sur., 2009), pufera
bez MgCl, (Biosystems, SAD), MgCl, (Biosystems, SAD), Dntp (Invitrogen, SAD) i Taq
polimeraze (Biosystems, SAD). Kao negativna kontrola da fragment dobiven nakon PCR
reakcije nije produkt dimerizacije dviju pocetnica, koriSten je uzorak bez DNA. Standard se
sastojao od A DNA HindIII (Fermentas, Canada) i 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, SAD), a
reakcija se odvijala prema uvjetima navedenim u tablici 5, nakon ¢ega su dobiveni PCR
produkti razdvojeni u 1%-tnom agaroznom gelu elektroforezom pri 150 V tijekom 1 sata. Gel
je obojan u etidijevom bromidu, koncentracije 0,5 ug mL*? i vizualiziran ultraljubi¢astim
svjetlom na transiluminatoru pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture
(Lebos Pavunc i sur., 2012).

Tablica 5. Uvjeti provodenja RAPD reakcije s M13 pocetnicom

Broj ponavljanja T [°C] Vrijeme Korak
1 94 1 min Inicijalna denaturacija
94 1 min denaturacija
35 40 20s sparivanje
72 80s polimerizacija
1 72 5 min zavrS$na elongacija
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3.2.4 Elektroforeza u denaturiraju¢em gradijentu - DGGE (eng. Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis)

Izolacija kromosomske DNA iz odabranih izolata provedena je prema prethodno
opisanoj metodi (3.2.2.) nakon Cega je provedena PCR (eng. Polymerase Chain Reaction)
reakcija za DGGE (eng. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) s univerzalnim bakterijskim
pocetnicama HDA1 (5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAGT-3") 1 HDA2 (5'-
GTATTACCGCGGCTGCTGGCAC-3") u uvjetima prikazanim u tablici 6. U reakcijskoj
smjesi se uz DNA i poCetnice nalazio EmeraldA Amp MAX HS PCR Master Mix - (2X Premix)
i voda. Kao negativna kontrola da fragment dobiven nakon PCR reakcije nije produkt
dimerizacije dviju pocetnica koriSten je uzorak bez DNA. Standard se sastojao od A DNA
Hindllli 100 bp DNA Ladder. Dobiveni PCR produkti razdvojeni u 1%-tnom agaroznom gelu
elektroforezom pri 200 V. Gel je obojan u etidijevom bromidu i vizualiziran na transiluminatoru

pri valnoj duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (Lebo§ Pavunc 1 sur., 2012).

Tablica 6. Uvjeti provodenja PCR reakcije s univerzalnim HDA1 i HDA2 pocetnicama za
DGGE

Broj ponavljanja T (°C) Vrijeme Korak
_ inicijalna
1 95 3 min 3
denaturacija
95 30s denaturacija
58 30s sparivanje
35
72 40 s polimerizacija
1 72 5 min zavrS$na elongacija

Nakon utvrdivanja prisutnosti PCR produkata provedena je DGGE elektroforeza na
poliakrilamidnom gelu gradijenta denaturirajuéeg agensa 30-70% koji je pripremljen

mijeSanjem reagensa prema proracunu za razli¢ite gradijente kako je prikazano u tablici 7.
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Neposredno prije nanoSenja gela u suspenziju je dodano 130 pL 0,1 g ml* APS-ai 5,8 uL
TEMED-a. U suspenziju gela viseg postotka dodana je plava boja Dcode dye solution (300
ul) kako bi se te dvije suspenzije razlikovale. Kao uzorci su koristeni PCR produkti svakog
soja, a kao standard koriSteni su zdruzeni sojevi L. brevis, L. fermentum L. plantarum i
Lactococcus lactis. NanoSenje uzoraka je zapocelo pri 58°C, a sama elektroforeza je zapocela
pri 60°C. DGGE elektroforeza se prvih 10 minuta provodila pri 30 V kako bi se uzorci spustili
na dno jaZica, a nakon toga 1 sat pri 220 V (slika 5). Nakon zavrSene elektroforeze gel je obojan
u etidijevom bromida koncentracije 0,5 ug mL* i vizualiziran na transiluminatoru pri valnoj

duljini od 254 nm upotrebom programa Gel Capture (Lebo$§ Pavunc i sur., 2012).

Tablica 7. Prikaz proracuna reagenasa potrebnih za dobivanje gela razli¢itog gradijenta

PRIPREMA GELA ZA DGGE (volumena 34 mL)

REAGETE (oncentacia | koncomracia | 190% et
Urea 7M 7,14 ¢ /
Formamid 40 % 6,8 mL /
TAE 50X 1x 340 pL 34 uL
Akriamid/bisakrilamid 40 % 8 % 3,4mL 3,4mL
Voda Nadopuniti do ukupnog

volumena

UKUPNI VOLUMEN 17 mL 17 mL
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Slika 5. Prikaz aparature za DGGE elektroforezu

3.2.5 Mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline u alginatu

Prekonoc¢ne kulture sojeva L. brevis D6 i L. fermentum D12 uzgojene su propagacijom
u 300 ml MRS bujona pri 37°C. Stanice su centrifugirane 10 min pri 4200 o min (4°C), a zatim
su isprane dva puta s 10 ml fizioloske otopine. Talog stanica je, nakon odredivanja pocetnog
broja indirektnom metodom, resuspendiran u istom volumenu 2%-tnog (v/w) natrijevog
alginata. Smjesa bakterijskih stanica i alginata je postepeno dodana u 1%-tnu otopine kalcijevog
klorida uz mijesanje na magnetnoj mijesalici, prilikom cega je doSlo do formiranja
mikrokapsula. Kuglice su ostavljene 1 sat na magnetnoj mijesalici da o¢vrsnu, zatim su isprane
dva puta fiziolo§kom otopinom nakon ¢ega je uslijedilo odredivanje broja mikroinkapsuliranih
stanica oslobadanjem iz mikrokapsula pomocu 2%-tnog (v/w) natrijevog citrata (prilagodeno
prema Li i sur., 2009). Broj stanica je odreden indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem
decimalnih razrjedenja suspenzija bakterijskih stanica u fiziolo§koj otopini na MRS agar u
obliku kapi (10 pL) u dvije paralele. Nakon 48 h anaerobne inkubacije pri 37°C, izbrojane su
porasle kolonije te je izraCunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu mikroinkapsuliranih

stanica.
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3.2.6 Mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline u k-karagenanu

Prekonocéne kulture sojeva L. brevis D6 i L. fermentum D12 uzgojene su propagacijom
u 300 ml MRS bujona pri 37°C. Stanice su centrifugirane 10 min pri 4200 o min* (4°C), a
zatim su ispirane dva puta s 10 ml fizioloske otopine. Talog stanica je, nakon odredivanja
pocetnog broja indirektnom metodom, resuspendiran u istom volumenu 2%-tne (v/w) otopine
k-karagenana. Smjesa bakterijskih stanica i k-karagenana je postepeno dodana u 1%-tnu
otopine kalcijevog Kklorida uz mijesanje na magnetnoj mijesalici. Talog je ispran dva puta
fizioloSkom otopinom te je odreden broj stanica indirektnom metodom, odnosno
nacjepljivanjem decimalnih razrjedenja suspenzija bakterijskih stanica u fizioloskoj otopini na
MRS agar u obliku kapi (10 pL) u dvije paralele. Nakon 48 h anaerobne inkubacije pri 37°C,
izbrojane su porasle kolonije te je izraCunat broj bakterijskih stanica (CFU) po gramu

mikroinkapsuliranih stanica.

3.2.7 Mikroinkapsulacija odabranih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline u kazeinu djelovanjem

transglutaminaze

Prekono¢ne kulture sojeva L. brevis D6 i L. fermentum D12 uzgojene su propagacijom
u 300 ml MRS bujona pri 37°C. Stanice su centrifugirane 10 min pri 4200 o min (4°C), a zatim
su ispirane dva puta s 10 ml fizioloSke otopine. Talog stanica je, nakon odredivanja pocetnog
broja indirektnom metodom, resuspendiran u 15%-tnoj otopini kazeina (2 grama taloga/28
grama kazeina), a nakon toga je dodan enzim transglutaminaza (10 U transglutaminaze/g
kazeina). Nakon dodatka transglutaminaze, smjesa stanica i kazeina je dodana u 150 ml
temperiranog (40°C) biljnog ulja te je provedeno mijeSanje na magnetnoj mijesalici uz grijanje
(40°C) pri 900 g min? tijekom 2 sata. Nastala suspenzija je odvojena od uljne faze
centrifugiranjem pri 500 g min* tijekom 1 minute. Dobivene mikrokapsule su resupendirane u
Ringerovoj otopini. Broj mikroinkapsuliranih stanica odreden je indirekthom metodom

resuspendiranjem u fizioloskoj otopini i razbijanjem u Bag-mixeru.
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3.2.8 Liofilizacija mikroinkapsuliranih stanica uz dodatak razli¢itih lioprotektora

S ciljem odabira najboljeg lioprotektora za postizanje Sto veceg broja prezivjelih stanica
tijekom liofilizacije mikroinkapsuliranih stanica, koriSteni su razliCiti lioprotektori.
Mikroinkapsulirane stanice su dodane u obrano mlijeko (10% w/v), inulin (10% w/v), saharozu
(10% w/v), laktozu (10% w/v) 1 sorbitol (10% w/v), pojedina¢no. Uzorci su zamrznuti na -80°C
tijekom 2 sata, nakon ¢ega je proveden proces liofilizacije u uredaju Christ Alpha 1-2 LD plus,
»,Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH*. Broj zivih stanica je odreden prije i poslije
liofilizacije indirektnom metodom, odnosno nacjepljivanjem priredenih decimalnih razrjedenja

u Petrijevim zdjelicama s MRS hranjivom podlogom.

3.2.9 Prezivljavanje mikroinkapsuliranih i liofiliziranih sojeva bakterija mlijec¢ne kiseline

tijekom prolaska kroz simulirane uvjete gastrointestinalnog trakta

3.29.1 Priprava simuliranoga zelucanog soka i simuliranoga soka tankog crijeva

Simulirani Zelucani sok je pripravljen suspendiranjem pepsina (3 g L) u 0,5% otopini
natrijevog klorida, kojoj je pH vrijednost podeSena na 2,0 s koncentriranom klorovodi¢nom
kiselinom. Simulirani sok tankoga crijeva je pripravljen suspendiranjem pankreatina (1 g L) i
zuénih soli (3,0 mg mL* govede Zuc¢i) u 0,5% otopini natrijeva klorida, kojoj je pH vrijednost

podesena na 8,0 s natrijevom luzinom (Kos, 2001).

3.2.9.2 Ucinak simuliranog zelucanog soka i soka tankoga crijeva na prezivljavanje

Liofilizirane mikroinkapsulirane stanice bakterijskih sojeva Lactobacillus brevis D6 1
Lactobacillus fermentum D12, su izlozene djelovanju Zelucanog soka (pH=2) tijekom 2 sata, a
zatim su centrifugirane pri 3500 o min i resuspendirane u simuliranom soku tankoga crijeva
(3 mg mL? govede zuci) tijekom 3 sata (Kos, 2001). Broj prezivjelih stanica odreden je

indirektnom metodom.
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4 REZULTATI I RASPRAVA

41 MIKROINKAPSULACIJA | LIOFILIZACIJA ODABRANIH SOJEVA
BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE

U ovom radu ispitivano je prezivljavanje sojeva Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus
fermentum D12 procesom mikroinkapsulacije u razli¢itim nosac¢ima (slika 6). Kao nosaci su
koriSteni alginat, k-karagenan i kazein s djelovanjem enzima transglutaminaze. Alginat je
prirodni polimer koji se uspjesno primjenjuje kao nosa¢ za mikroinkapsulaciju probiotic¢kih
bakterija (Bakr Shori, 2017; Allan-Wojtas i sur., 2008). « - karagenan je biopolimer koji se
koristi za inkaspulaciju probiotika zbog dobre sposobnosti stvaranja gelova (Bakr Shori, 2017),
dok je kazein takoder biopolimer koji pokazuje dobra svojstva za inkapsuliranje u mlije¢nim

proizvodima (Picot i Lacroix, 2004).

Usporedba ucinkovitosti razliCitih nosaca za mikroinkapsulaciju
bakterijskih stanica
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Alog CFU ml?

L. brevis D6 L. fermentum D12
Alginat 0.125007803 0.274425833

M k-karagenan 0.267369428 0.115595829
M Kazein 0.796190643 0.926245572

Slika 6. Usporedba ucinkovitosti mikroinkapsulacije stanica odabranih sojeva BMK L. brevis
D6 i L. fermentum D12, u razli¢itim nosacima: alginatu, k-karagenanu i kazeinu djelovanjem
transglutaminaze izrazene kao razlika logaritamskih vrijednosti (Alog CFU ml?) prije i nakon
postupka mikroinkapsulacije
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Usporedba dobivenih rezultata za ucinkovitost mikroinkapsulacije u razli¢itim
nosaCima (slika 6) pokazuje kako je alginat najucinkovitiji nosa¢ za bakterijski soj
Lactobacillus brevis D6, dok je «-karagenen najudinkovitiji nosa¢ za bakterijski soj
Lactobacillus fermenutm D12. Smrtnost stanica (Alog CFU ml?) za soj Lactobacillus brevis
D6, u slucaju kada je kao nosa¢ koristen alginat iznosi 0,125, a za Lactobacillus fermentum
(D12) 0,116 kada je kao nosa¢ koriSten k- karagenan. No, alginat je pokazao i dobru
ucinkovitost za Lactobacillus fermentum D6 (smrtnost stanica iznosi 0,274 log jedinica), a k-
karagenan je pokazao dobru u¢inkovitost za Lactobacillus brevis D12 (smrtnost stanica iznosi
0,267 log jedinica). Nasuprot alginatu i k-karagenanu kao u¢inkovitim nosa¢ima, koriStenjem
kazeina uz djelovanje enzima transglutaminaze kao nosaca su dobivene najvece vrijednosti za
smrtnost stanica koja je iznosila 0,796 log jedinica za Lactobacillus brevis D6 i 0,926 log
jedinica za Lactobacillus fermentum DI2, ¢ime se kazein uz djelovanje enzima

transglutaminaze pokazao kao najmanje u¢inkovit nosac.

lako Ca-alginatni nosa¢ ne pokazuje toksi¢nost prema stanicama, poznato je da je
kemijski nestabilan u prisutnosti kalcijevih kelatora kao Sto su fosfat, laktat ili citrat te uz
katione kao $to su Na* i Mg?*, koji mogu zamijeniti kalcij. Uklanjanje fosfata iz MRS podloge
ili dodavanje kalcijevog kationa u nosac je pokazalo da mu se poboljSava stabilnost. Medutim,
promjena u sastavu medija rasta moze utjecati na parametre rasta stanica. Kemijska stabilnost
alginatnih nosaca moZe se pojacati koriStenjem barijevog kationa kao sredstva za geliranje.
Medutim, barij moze inducirati toksi¢nosti stanica (Wideroe i Danielsen, 2001). Alginat kao
nosac se takoder moze obloziti polikationima, kao §to su kitozan i poli-L-lizin, kako bi mu se
poboljsala stabilnost. U usporedbi s alginatom, Ca-pektinatni gel pokazuje manju osjetljivost
na kemijske agense (Voo 1 sur., 2011). U istrazivanju Voo 1 suradnika (2011) ocijenjena je
stabilnost pektina i alginat/pektinata kao nosafa za proizvodnju probiotickih stanica.
Ustanovljeno je da su kapsule temeljene na pektinu stabilnije od alginatnih kuglica, a njihova
je stabilnost dodatno poboljSana oblaganjem s kitozanom. Koncentracija stanica u kapsulama
na bazi pektina bila je usporedena s alginatnim kuglicama. Kapsule bazirane na pektinu dale su
znatno nizu koncentraciju stanica u mediju za pocetnih fermentacijskih ciklusa u usporedbi s
alginatnim kapsulama. U provedenom istrazivanju zakljucno je da je pektin dobar potencijalni
materijal za inkapsuliranje probiotickih stanica zbog svoje stabilnosti i povoljnog okruzenja za

rast stanica.

30

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet



Ema Bali¢ Diplomski rad

Na temelju rezultata nakon provedene mikroinkapsulacije bakterijskih sojeva
Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12 u tri razli¢ita nosaca (alginat, k-
karagenan i kazein) odluceno je da ¢e se daljnje istrazivanje provoditi na stanicama
mikroinapsuliranim u alginatu jer iako su i alginat i k-karagenan pokazali zadovoljavajuce
rezultate, ipak je odabran alginat kao najéesce koristen nosa¢ u industrijskoj primjeni. Daljnji
korak je bio istrazivanje prezivljavanja mikroinkapsuliranih stanica u alginatu tijekom procesa

liofilizacije, uz dodatak razlicitih lioprotektora, u svrhu odredivanja najboljeg lioprotektora
(slika 7).

Slika 7. Prikaz bakterijskog soja Lactobacillus brevis D6 nakon provedene liofilizacije s

razli¢itim lioprotektorima

Liofilizacija je proces koji zapocCinje zamrzavanjem mikroorganizama nakon koje slijedi
sublimacija (primarno susenje) 1 desorpcija (sekundarno susenje) kako bi se smanjio sadrzaj
vode (Schoug Bergenholtz i sur., 2012). Ova tehnika se koristi za odrZavanje prezivljavanja i
funkcionalnih svojstava korisnih mikroorganizama koji se primjenjuju u razli¢itim ekoloSkim
niSama (Zhan i sur. 2012). Mnogi ¢imbenici utjeCu na prezivljavanje bakterija mlije¢ne kiseline
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tijekom suSenja liofilizacijom, kao Sto su pocetna koncentracija stanica, medij rasta, nacin
smrzavanja i temperatura skladiStenja (Schoug Bergenholtz i sur., 2012). Za poboljSanje
prezivljavanja mikroorganizama tijekom suSenja zamrzavanjem i kasnijeg pohranjivanja
koriste se razliCiti lioprotektori kao Sto su Seceri (saharoza, laktoza, trehaloza), proteinski
spojevi (obrano mlijeko), aminokiseline (natrijev glutamat i aspartat) i antioksidansi
(askorbinska kiselina) (Li i sur., 2011; Jurez Tomas i sur., 2009; Huang i sur., 2006).

U ovom radu su kao lioprotektori koriSteni laktoza, inulin, saharoza, sorbitol i obrano
mlijeko. Kao najucinkovitiji lioprotektor za bakterijski soj Lactobacillus brevis D6 su se
pokazali saharoza i obrano mlijeko (slika 8), a za bakterijski soj Lactobacillus fermentum D12

sorbitol i obrano mlijeko (slika 9) jer je uz te lioprotektore bila najmanja smrtnost stanica.

Lactobacillus brevis D6

0.6

0.5
€ 04
T
S 0.3
&
= 0.2
0.1
0
Laktoza Inulin Saharoza Sorbitol Obrano
mlijeko

Slika 8. Prezivljavanja bakterijskog soja Lactobacillus brevis D6 tijekom procesa liofilizacije

uz razlicite lioprotektore

32

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet



Ema Bali¢ Diplomski rad

Lactobacillus fermentum D12
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Slika 9. Prezivljavanja bakterijskog soja Lactobacillus fermentum D12 tijekom procesa

liofilizacije uz razlicite lioprotektore

Kaewnopparat i suradnici su 2013. godine proveli istrazivanje prezivljavanja
mikroinkapsuliranih bakterijskih stanica vrste Lactobacillus fermentum u alginatu tijekom
procesa liofilizacije. Kao lioprotektori su koriSteni inulin, galaktooligosaharidi (GOS) i obrano
mlijeko u koncentracijama od 2, 4, 6, 8, i 10% (w/v). Pri niZzim koncentracijama su se inulin i
GOS pokazali kao ucinkovitiji od obranog mlijeka, ali pri koncentraciji od 10% (w/v) kao
najbolji lioprotektor se pokazalo obrano mlijeko, $to je u skladu s rezultatima dobivenim u

ovom radu u kojem su svi ispitivani lioprotektori bili koncentracije 10% (w/v).

Gwak 1 suradnici su 2015. godine objavili sli¢no istraZzivanje u kojem su ispitivali
ucinkovitost razlicitih lioprotektora (obrano mlijeko, trehaloza, sojin prah 1 kvas€ev ekstrakt)
za bakterijske vrste Lactobacillus brevis i Lactococcus lactis, mikroinkapsulirane u natrijevom
alginatu. Kao najucinkovitiji lioprotektor se pokazala soja u prahu, a veliku ucinkovitost su
pokazali i obrano mlijeko te kvas¢ev ekstrakt. I ti rezultati su u skladu s rezultatima ovog rada
s obzirom da je u oba istraZivanja obrano mlijeko pokazalo dobro prezivljavanje. U mnogim
slu¢ajevima dugotrajnog ocuvanja bakterija mlijecne kiseline, obrano mlijeko u prahu je
pokazalo dobar zastitni ucinak tijekom postupka liofilizacije. Medutim, u danaSnje vrijeme je
porasla potraznja za formulacijama bez mlijeka zbog povecanog broja potroSaca koji imaju
intoleranciju na laktozu ili su alergi¢ni na mlijeko (Savini i sur., 2010). Uz to, dodavanje laktoze
moze utjecati na osjetilnu kakvocu hrane. Kako bi se izbjeglo koriStenje obranog mlijeka kao
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lioprotektora, Gwak 1 suradnici predlazu dodatak praha soje, koji u njihovom istrazivanju
provedenom na kupusu nije imao utjecaja na senzoriku proizvoda, ali je poticao rast bakterija
mlijecne kiseline u ranoj fazi fermentacije. Dodatak soje u prahu je pokazao snazan zastitni
ucinak na odrzivost bakterija Lactobacillus brevis i Lactobacillus lactis jer je soja bogata
biljnim bjelancevinama, Se¢erima i mineralima koji mogu pridonijeti zastiti bakterija mlijecne

kiseline tijekom procesa liofillizacije (Gwak i sur., 2015).

4.2 PREZIVLJAVANJE MIKROINKAPSULIRANIH | LIOFILIZIRANIH SOJEVA
BAKTERIJA MLIJECNE KISELINE TIJEKOM PROLASKA KROZ
SIMULIRANE UVJETE GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Nakon odabira najucinkovitijeg nosaca za mikroinkapsulaciju te najboljeg lioprotektora
za bakterijske sojeve Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12, istraZivanje je
nastavljeno ispitivanjem prezivljavanja mikroinkapsuliranih i liofiliziranih sojeva, u

simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta kao kona¢nog, Zeljenog odredista probiotika.

Kako bi bakterije imale korisne u¢inke na potrosaca, moraju do¢i do debelog crijeva u
dovoljnom broju, u koncentraciji od najmanje 10%-10” CFU g* (Bosnea i sur., 2009). Tijekom
prolaska kroz gastrointestinalni trakt, sojevi moraju biti otporni na prisutnost pepsina i niski pH
zeluca, prisutnost enzima u tankom crijevu 1 antimikrobnu aktivnost Zu¢nih soli (Masco 1 sur.,
2007). Buduc¢i da su to sve stresni uvjeti za bakterijske sojeve, u ovom radu je ispitana zastitna
uloga liofilizacije i mikroinkapsulacije tijekom izlaganja bakterijskih sojeva Lactobacillus

brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12 simuliranim uvjetima gastrointestinalnog trakta.
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Tablica 8. Usporedba prezivljavanja mikroinkapsuliranih i liofiliziranih bakterijskih sojeva

Lactobacillus brevis D6 1 Lactobacillus fermentum D12 u simuliranim uvjetima

gastrointestinalnog trakta

Prije Nakon Smrtnost | Prije Nakon Smrtnost
izlaganja izlaganja stanica | izlaganja izlaganja stanica
simuliranom | simuliranom | (Alog simuliranom | simuliranom | (Alog
soku zeluca | soku Zeluca | No-N) soku zeluca | soku Zeluca | No-N)
(No) (N) + +
simuliranom | simuliranom
soku tankog | soku tankog
crijeva (No) | crijeva (N)
Lactobacillus | 4,85x 101 | 8,31 x 10° 0,77 4,85x 101 | 6,72x10° | 0,8583
brevis D6
Lactobacillus | 3,02 x 10 | 3,99 x 10° 0,88 3,02x10% | 3,73 x10° 0,91
fermentum
D12

Dobiveni rezultati pokazuju kako je vece prezivljavanje bakterijskih sojeva samo nakon

prolaska kroz ZeluCani sok nego nakon izlaganja simuliranim uvjetima cijelog
gastrointestinalnog trakta. Iz tablice 8 je vidljivo kako soj Lactobacillus brevis D6 bolje
prezivljava nepovoljne uvjete od soja Lactobacillus fermentuma D12 kod kojeg je doslo do

veée smrtnosti stanica.

Dobiveni rezultati pokazuju visoko prezivljavanje ispitivanih bakterijskih sojeva, §to je u
skladu s drugim, slicno provedenim istrazivanja u kojima su bakterije iz roda Lactobacillus
takoder pokazale visoki postotak prezivljavanja (Turchi i sur., 2013; Ryu i Chang, 2013; Yu i
sur., 2013).

Buduci da ¢e se ovi sojevi koristiti kao funkcionalne starter kulture u proizvodnji sireva u
kombinaciji s drugim sojevima, potrebno je imati moguc¢nost potvrde prisutnosti koritenih

sojeva te njihovo medusobno razlikovanje u gotovom proizvodu. U tu svrhu su u ovom radu
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provedene DGGE 1 RAPD metode. Primjenom gel elektroforeze u denaturiraju¢em gradijentu
(eng. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE) moguce je razlikovati bakterijske vrste
unutar istog bakterijskog roda. Kako su u ovom diplomskom radu koristena 2 bakterijska soja

iz roda Lactobacillus, pomo¢u DGGE metode su identificirani koriSteni sojevi.

DGGE elektroforeza je provedena s dva gela koja imaju razliCite gradijente
denaturiraju¢ih agensa (30 do 70%; 40 do 60%). Tijekom odvijanja DGGE umnoZzeni su
dijelovi DNA analiziranih sojeva, denaturirani i razdvojeni prema molekulskoj masi. Kao
standard je koriStena DNA svih ispitivanih sojeva bakterija mlije¢ne kiseline. Na slici 10 su

prikazani rezultati na 30% do 70%-tnom gelu.

Kao standard su koriSteni zdruZeni sojevi Lactobacillus brevis D6, Lactobacillus
fermentum D12, Lactobacillus plantarum D13 i Lactococcus lactis ZG7-10. Usporedivanjem
bakterijskih sojeva Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12, koji su koristeni u
ovom radu, vidi se da se njihove vrpce podudaraju s dvije vrpce iz standarda, ¢ime se potvrduje
da uzorci propadaju razli¢itim vrstama, odnosno da su to Lactobacillus brevis D6 i

Lactobacillus fermentum D12.

36

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet



Ema Bali¢ Diplomski rad

Slika 10. Usporedba PCR produkata dobivenih primjenom HDA1 i HDA2 pocetnica nakon
provedene DGGE; S - standard; D6- Lactobacillus brevis; D12- Lactobacillus fermentum

RAPD metoda omogucéava razlikovanje geneti¢ki razli¢itih bakterijskih sojeva bez
poznavanja njihove genomske sekvence. RAPD je tip PCR reakcije, u kojoj su dijelovi DNA
nasumi¢no umnozeni. Za provodenje RAPD reakcije se koriste proizvoljne, kratke pocetnice
(8-12 nukleotida). Polimorfizmi u sekvencama DNA razli¢itih bakterija se mogu detektirati
zahvaljuju¢i varijacijama u mjestima vezanja pocetnica na DNA te zbog razlika u duljinama
amplicifiranih fragmenata. Na temelju polozaja DNA vrpci na gelu nakon provedene RAPD

metode, vidljive su razlike medu pojedinim sojevima.

Na slici 11 su prikazani fragmenti DNA bakterijskih sojeva Lactobacillus brevis D6 i
Lactobacillus fermentum D12, dobiveni RAPD metodom $to pokazuje da se i ova metoda moze

koristit za razlikovanje bakterijskih sojeva. Prema dobivenim rezultatima PCR reakcija vidljivo
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je da u negativnoj kontroli ne dolazi do dimerizacije koristenih pocetnica pa su dobivene DNA

vrpce pozitivan rezultat PCR reakcije.

S D6 D12 K

2322 [
P— —
=
2,027 .
-
-
-
-
i —
-
-
-
-
100 -

Slika 11. Prikaz dobivenih rezultata nakon provedene RAPD-PCR elektroforeze; S- standard;

D6- Lactobacillus brevis; D12- Lactobacillus fermentum; K- kontrola

Znanstveni doprinos ovog rada je razvijanje najpovoljnijeg nacina biotehnoloske
proizvodnje bakterijskih sojeva Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus fermentum D12 koji ¢e
se koristiti kao starter kulture za kontroliranu proizvodnju sireva. Dobiveni rezultat istrazivanja
je da proces mikroinkapsulacije s alginatom kao nosa¢em uz dodatak obranog mlijeka kao
lioprotektora rezultira s visokom stopom prezivljavanja ispitivanih bakterijskih sojeva, te se
ovakav biotehnoloski proces proizvodnje ispitivanih sojeva moZe primijeniti za proizvodnju

sireva.
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5 ZAKLJUCCI

1. Alginat i «x-karagenan su se pokazali kao podjednako dobri nosaci za
mikroinkapsulaciju bakterijskih sojeva Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus
fermentum D12

2. Kao najbolji lioprotektor za prezivljavanje bakterijskih sojeva Lactobacillus brevis
D6 i Lactobacillus fermentum D12 tijekom procesa suSenja liofilizacijom se
pokazalo obrano mlijeko

3. Mikroinkapsulirani liofilizirani sojevi Lactobacillus brevis D6 i Lactobacillus
fermentum D12 su prezivjeli prolazak kroz simulirane uvjete gastrointestinalnog
trakta u koncentraciji visoj od 10° CFU mL, $to ukazuje na nisku smrtnost stanica
s obzirom da je pocetna koncentracija nemikroinkapsuliranih stanica bila 10
CFU mL*

4. RAPD i DGGE analizama je moguce razlikovati vrste unutar roda Lactobacillus
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onih koji su u njima navedeni.
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