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Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Ana Marije Anici¢, naslova

INKAPSULACIJA SIRILA U FORMULACIJE ALGINATNIH MIKROCESTICA

Sirilo je pripravak enzima Zivotinjskog, biljnog ili mikrobnog porijekla koji se koristi u
proizvodnji sira za koagulaciju mlijeka. Prirodno sirilo Zivotinjskog porijekla se koristi veé
stoljeé¢ima, no povecéane potrebe za sirilom u proSlom stolje¢u potaknule su razvoj i koriStenje
sirila mikrobnog i GMO modificiranog porijekla. Prirodno sirilo dobiva se iz siriSta mlade
sisajuce teladi, janjadi i jaradi. U posljednje vrijeme stabilizacija sirila, posebno kod ubrzanog
zrenja sira, izaziva znacajan interes. Kako bi se povecala dugotrajnija aktivnost i stabilnost sirila
provodi se postupak inkapsulacije sirila u formulacije alginatnih mikrocestica ¢ime se postize
imobilizacija i otpustanje enzima u odredenim vremenskim intervalima. U radu je provedena
optimizacija koncentracije natrijevog alginata i kalcijevog klorida na inkapsulaciju sirila. U
optimalnim uvjetima alginat je bio 1,5%, a CaCl, 4%. U optimalnim uvjetima, ucinkovitost
inkapsulacije (EE%), kapacitet ispune (LC), veli¢ina mikrocestice i stupanj bubrenja (Sw)
procijenjeni su na 56,8%, 80%, 1386,51 + 0,231 mm odnosno 61,8%. Takoder, podaci o
otpustanju sirila (enzima) prilagodeni su Korsmeyer-Peppasovom modelu, a eksponent n >
0,43 upuduje da je kontrolni mehanizam otpustanja anomalna transportna kinetika
(kombinacija dvaju difuzijskih mehanizama i bubrenja i relaksacije polimernih lanaca).
Elektrostatske interakcije izmedu enzima, alginata i CaCl, potvrdene su infracrvenom
spektroskopijom, a morfologija mikrocestica je odredena pomocu optickog mikroskopa (OM)
i pretraznog elektronskog mikroskopa (SEM).

Kljucne rijeci: inkapsulacija, sirilo, mikrosfere, siriste, alginat



Summary

Of the master's thesis — student Ana Marija Anici¢, entitled

ENCAPSULATION OF RENNET IN NATRIUM SODIUM MICROSPHERES

Rennet is a form of enzyme preparation of animal, plant or microbial origin that is used in
cheese production to induce milk coagulation. The natural rennet of animal origin was used
for centuries until high demand resulted in development and use of microbial and GMO
modified rennets in the last century. Natural rennet is produced from abomasum of young
suckling calves, lambs, and goats. To increase the stability and long-term activity of the rennet,
the process of encapsulating the rennet in alginate microparticle formulations is carried out,
which achieves the immobilization and release of enzymes at certain time intervals. Even
recently, the stabilization of rennet, especially in the case of accelerated cheese ripening, has
been attracting considerable interest. In this work, the optimization of the concentration of
sodium alginate and calcium chloride for the encapsulation of rennet was carried out. Under
optimal conditions, alginate was 1.5% and CaCl, was 4%. Under optimal conditions,
encapsulation efficiency (EE%), filling capacity (LC), microparticle size, and degree of swelling
(Sw) were estimated to be 56.8%, 80%, 1386.51 + 0.231 mm, and 61.8%, respectively. In
addition, the data on rennet (enzyme) release were adapted to the Korsmeyer-Peppas model,
and the exponent n > 0.43 indicates that the controlling mechanism of the release is
anomalous transport kinetics (combination of two diffusion mechanisms and swelling and
relaxation of polymer chains). Electrostatic interactions between the enzyme, alginate, and
CaCl, were confirmed by infrared spectroscopy, and the morphology of the microparticle was
determined using an optical microscope (OM) and a scanning electron microscope (SEM).

Keywords: encapsulation, rennet, microparticles, abomasum, alginate



1. Uvod

U proizvodniji sireva u svrhu koagulacije mlijeka koriste se sirila koja mogu biti biljnog,
zZivotinjskog ili mikrobnog porijekla. Prirodna sirila Zivotinjskog porijekla sastoje se od enzima
kimozina i pepsina koji se dobivaju ekstrakcijom iz stijenke siriSta mladih prezZivaca. Kako bi se
povecala stabilnost i dugotrajnija aktivnost sirila provodi se postupak inkapsulacije sirila u
formulacije alginatnih mikrocestica Cime se postize imobilizacija i otpustanje enzima u
odredenim vremenskim intervalima. Prije procesa aplikacije alginatnih mikrocestica
ispunjenih sirilom potrebno je provesti postupak fizikalno-kemijske karakterizacije, efikasnosti
inkapsulacije i dinamike otpustanja sirila.

U ovom radu opisan je postupak inkapsulacije sirila u formulacije alginatnih
mikrocestica koje je koristen u proizvodniji sira. Inkapsulacija je proces kojim se aktivni sastoijci,
bilo tekudi, ¢vrsti ili plinoviti, imobiliziraju u cestice koje kontrolirano otpustaju aktivne
sastojke. Cilj tog procesa je postizanje financijske i vremenske ustede u procesu proizvodnje
sira kao i proizvodnju gotovog proizvoda s dodatnom vrijednos¢u. Ove navode potkrepljuje
¢injenica da se inkapsuliranjem aktivni sastojci unutar mikrocestica Stite od nezeljenih vanjskih
utjecaja te se sprjeCava isparavanje i gubitak aktivnih svojstava.

Za pripremu optimalnih mikrocestica ispunjenih sirilom u ovom radu koristen je
natrijev alginat, anionski polisaharid, koji ima sposobnost stvaranja zastitne ovojnice izmedu
aktivnog sastojka i okoline te ekstrakt ovcjeg sirila izoliran iz siriSta janjadi s otoka Paga.

Nakon inkapsulacije odredena je ucinkovitost inkapsulacije (EE%), kapacitet
inkapsulacije (LC%) i stupanj bubrenja (Sw%). Fizikalno-kemijska karakterizacija formulacija
alginatnih mikrocestica odredena je opticko-fluorescencijskim mikroskopom (OM) te
elektronskim pretraznim mikroskopom (SEM).

1.1. Cilj rada

Sirilo se u proizvodnji sireva koristi u svrhu koagulacije mlijeka. Danas se zbog velike
potraznje najceSée koriste mikrobna sirila i rekombinantni kimozin (iz GM organizama).
Prirodno sirilo Zivotinjskog porijekla se najéesce zahtjeva u proizvodnji autohtonih i sireva sa
zaStitnim oznakama izvornosti ili zemljopisnog porijekla. Jedan od takvih je i Paski sir,
zasSti¢en zaStitnom oznakom izvornosti (ZOl), te je za potrebe istraZzivanja proizveden uz
inkapsulirano sirilo, €iji je postupak opisan u ovom radu.

S obzirom na to da sirilo u inkapsuliranom obliku nema geografsko ograni¢enje moze
se koristiti na lokalnoj, regionalnoj, europskoj i svjetskoj razini, a najveéa vrijednost se nalazi
upravo u proizvodnji ,boutique” sirila specifiénim za odredene regije i lokaliteta pa ce se
samim time koristiti i sirevima sa zasti¢enim oznakama izvornosti.

Cilj ovog diplomskog rada je detaljno fizikalno-kemijski okarakterizirati formulacije
alginatnih mikrocestica ispunjenih sirilom.

Specifiéni ciljevi ovog diplomskog rada su:



1) inkapsulirati sirilo dobiveno iz Zeludaca mlade janjadi u formulacije alginatnih
mikrocestica,

2) utvrditi otpustanje sirila (enzima) iz formulacija alginatnih mikrocestica,

3) odrediti vremensku aktivnost sirila u formulacijama alginatnih mikrocestica.



2. Pregled literature

2.1. Sirilo

Jedan od vazZnijih sastojaka u proizvodnji sireva jest sirilo. Sirilo je pripravak enzima
Zivotinjskog, biljnog ili mikrobnog porijekla koji se koristi u proizvodnji sira za zgruSavanje
kazeina iz mlijeka. Kimozin je enzim iz sirila Zivotinjskog porijekla dok se u proizvodniji sirila
mikrobnog porijekla iz nekih plijesni, kvasaca i bakterija izoliraju proteinaze. Osim ove dvije
vrste sirila postoje i sirila koja se dobivaju izoliranjem renina iz biljaka kao $to su cicak, articoka
i kopriva. Takvo sirilo naj¢esce se koristi u proizvodnji vegetarijanskih sireva.

Glavna komponenta prirodnog sirila Zivotinjskog porijekla je kimozin, ali u prodaji su
pronadeni pripravci sirila s nekim drugim enzimima kao $to je govedi pepsin. Danas se u
mljekarskoj industriji u tehnoloSkom procesu proizvodnje sira i mlijecnih proizvoda za
zgruSavanje mlijeka najcesce koristi kimozin u smjesi s pepsinom (Salvadori del Prato, 2009;
Mikulec, 2010). Proces izolacije i formulacije sirila je komercijaliziran prije viSe od stoljeca, ali
su enzimi iz sirista jo$ uvijek vazni u mlije¢noj industriji (Hellmuth i sur., 2013).

Zeludac, odnosno siriste mladog preZivaca hranjenog samo mlijekom sadrzi od 80-90 %
kimozina i 10-20 % pepsina. Kimozin sluzi u probavi majcinog mlijeka i kod starijih Zivotinja i
onih hranjenim drugom hranom taj omjer se mijenja, postotak kimozina se smanjuje i
pojavljuju se i neki drugi enzimi koji mogu izazvati pogreske u siru i kvarenje sira.

2.2. Proizvodnja domaceg sirila

Koristenje prirodnih sirila najce$ée se zahtjeva u proizvodnji autohtonih sireva i onih
zasti¢enih oznakom izvornosti (PDO - Protected Designation of Origin) kod kojih je primjena
takvog sirila strogo propisana. Danas se koriste sirila koja su smjesa kimozina i pepsina u
omjeru 80:20 (Ostaric i sur., 2015).

Kimozin se moZe pronadi u fetusima starim 6 mjeseci, a njegova koli¢ina se povecava
izmedu devetog i treceg ili Cetvrtog mjeseca nakon poroda, a razlog izlu¢ivanja kimozina u
Zelucu novorodenih preZivaca je koagulacija mlijeka kojom se omogucuje sisaju¢im jedinkama
iskoristavanje vise hranjivih tvari (OStaric¢ i sur., 2022). Lu€enje enzima proporcionalno je broju
sisanja ¢ime se moze zakljuciti da se kimozin proizvodi jedino u siristu iskljuéivo sisajucih
jedinki (Dukes, 2004).

Prirodno sirilo dobiva se iz siriSta mlade sisajuée teladi, janjadi, jaradi. SiriSte izlu€uje sirisni
enzim u svom srednjem dijelu, dok gornji dio siriSta nema enzima, a donji ima vrlo maloi sluzav
je pa je iz njega tesko dobiti sirilo (Sabec, 1953). Priprema sirista za dobivanje sirila je
kompleksan proces koji zahtjeva posebnu paznju. Sirista, osim siriSnih enzima, sadrZe i razne
bakterije koje mogu biti poZeljne i nepoZeljne. Bakterije mlije¢ne kiseline poput Lactobacillus
fermentii Lactobacillus acidophilus neke su od bakterija koje su poZeljne i sudjeluju u procesu
zrenja tvrdih sireva. Suprotno njima bakterije poput Escherichia coli su nepoZeljne i mogu
uzrokovati pogreske sireva. Prilikom odabira siriSta vazno je da se odabiru siriSta od sisajuce
janjadi, obzirom da sirisSte mladih Zivotinja koje su se pocele hraniti voluminoznom krmom



sadrze manje kimozina. Osim toga vaino je odabrati zdrave jedinke (Sabec, 1953). Nakon
odabira jedinki od kojih ée se siriSta uzeti slijedi klanje te nakon toga postupak odvajanja sirista
od ostalog dijela Zeluca. Pri tom postupku vazno je ne pritiskati siriSte kako bi se siriSni sokovi
zadrzali unutar njega. Nakon ¢&i$éenja, siriste se reZe i susi (Sabec, 1953).

2.3. Svojstva i karakteristike janjeceg sirila

pH sirila ovisi o vrsti i uvjetima skladiStenja pripremljenog sirila te samom postupku
pripreme, a prema literaturi pH sirila kod kojeg su siriSni enzimi najstabilniji iznosi 5,5
(Moschopoulou, 2011). Sadrzaj NaCl-a varira izmedu 6,5 % i 13,46 % dok se sadrzaj proteina
krece od 1,5 % do 1,99 %, a masti izmedu 3,22 % i 3,65 % (Moscopoulou, 2011).

Boja sirila malih preziva¢a uglavnom ovisi o vrsti hranidbe pa je tako sirilo Zivotinja
hranjenih samo mlijekom bijele boje, dok je sirilo Zivotinja hranjenih travom zelenkaste boje
(Moscopuloui sur., 2009).

Tekstura i viskoznost tekuceg sirila ovise o vrsti pripreme. Tekstura moze biti gruba i osim
mlije¢nih sastojaka sadrzavati i komadi¢e druge hrane. Sirila su uglavhom viskozna, a
viskoznost ovisi o omjeru sirista i ekstrakcijske otopine (Moschopoulou, 2011).

2.4. Mikroinkapsulacija

Inkapsulacija je proces kojim se aktivni sastojci, bilo tekudi, ¢vrsti ili plinoviti, imobiliziraju
u Cestice koje kontrolirano otpustaju aktivne sastojke (Gallo i Carbo, 2010), odnosno proces
zarobljavanja jedne tvari unutar druge (Zuidam i Nedovi¢, 2010). Sam proces inkapsuliranja
omogucuje osjetljivim sastojcima obavijanje zastitnim materijalom kako bi se aktivni sastojci
unutar mikrocestica zastitili od vanjskih utjecaja, gubitaka isparavanjem i zadrzali svoja
svojstva (Ferrandiz i sur., 2017). Postoji viSe metoda inkapsulacije, a one se mogu podijeliti na
fizikalne (susSenje rasprsivanjem, centrifugalna ekstruzija, sferizacija ekstruzijom, procesi koji
koriste superkriticne fluide), fizikalno-kemijske (ionsko geliranje, hladenje rasprSivanjem,
ekstrakcija otapala isparavanjem, jednostavna i kompleksna koacervacija) i kemijske (grani¢na
polimerizacija, umreZavanje, in situ polimerizacija itd.) (Gallo i Carbo, 2010; Teixeira da Silva i
sur., 2014).

Tvar koja se inkapsulira naziva se jezgra, aktivno sredstvo, punjenje ili unutarnja faza, a
tvar u koju se inkapsulira naziva se membrana, ljuska, nosa¢, vanjska faza ili matriks. Cestice
nastale inkapsulacijom se s obzirom na veli¢inu mogu podijeliti na nanocestice (10-1000 nm),
mikrocestice (2-2000 um) i makrocestice (> 2000 um) (Singh i sur. 2010). Nastale ¢estice mogu
biti pravilnog i nepravilnog oblika, a obzirom na morfologiju mogu se klasificirati kao
mononuklearne i polinuklearne kapsule i sfere (Gallo i Carbo, 2010). Mononuklearne kapsule
imaju jezgru koja je okruZzena membranom, polinuklearne imaju vise jezgri unutar membrane,
dok je sfera jezgra bez membrane ili bilo kojeg drugog vanjskog sloja. Uz ove tri osnovne
klasifikacije, kapsule mogu biti i dvojezgrene i viseslojne mikrokapsule s jednom jezgrom ili
mogu formirati skupinu kapsula (Kumar Das i sur., 2011).

Sirilo (enzim) je unutar mikrocestice zasti¢eno, zadrzava svoju aktivnost te se primjena
inkapsulacije sirila u proizvodnji sireva smatra pouzdanom metodom. Interes za ovaj postupak
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je u porastu jer sirilo (enzim) koje se nalaze unutar mikrocestice pokazuju poboljSanu
toleranciju na toplinu, produljenu vitalnost i poboljSano produljenu aktivnost u simuliranim
gastrointestinalnim uvjetima (Kailasapathy, 2002; Santillo i sur., 2012). Inkapsulirani sastojci
takoder osiguravaju produljenje roka trajnosti proizvoda (Riaz i Masud, 2013).

2.4.1. Mikrocestice (mikrosfere)

Mikrocestice odnosno mikrosfere su sferne Cestice veli¢éine 2-2000 um. Ako su dobro
pripremljene, sposobne su za ocuvanje stabilnosti i bioloSke aktivnosti inkapsuliranog
sastojka. Ovisno o tome nalazili se djelatna tvar u jezgri Cestice ovijene polimernom ovojnicom
ili je dispergirana u polimernom matriksu mozemo razlikovati mikrokapsule i mikrosfere (slika
2.4.3.). NajcesSce se pripremaju fizikalnim, fizikalno kemijskim te kemijskim metodama. U
fizikalne metode spadaju susenje rasprsivanjem i centrifugalna ekstruzija, u fizikalno kemijske
metode ubrajamo ionsko geliranje, hladenje rasprSivanjem, jednostavna i kompleksna
koacervacija dok su kemijske metode in situ polimerizacija i dr. (Blanco i sur., 2005; Bao i sur.,
2006; Rizkalla i sur., 2006).

MIKROKAPSULE MIKROSFERE

POLIMER - POLIMER

DJELATNA
TVAR

DJELATNA
TVAR

Slika 2.4.3. Prikaz mikrokapsula i mikrosfera (Prilagodeno prema Paulo i Santos, 2017)

Za ucinkovitu inkapsulaciju tvari vazno je odabrati odgovarajuce nosace. Oni se biraju
prema razlic¢itim kriterijima, a u njih spadaju fizikalno-kemijska svojstva tvari za inkapsuliranje
(poroznost, topljivost) i nosada za inkapsulaciju (viskoznost, mehani¢ka svojstva),
kompatibilnosti izmedu te dvije tvari (stijenka materijala treba biti netopljiva i ne smije
reagirati sa sastojkom koji se inkapsulira) te zamisljena veli¢ina mikrocestice (Boras, 2019).

U prehrambenim proizvodima koriste se nosaci poput natrijevog alginata koji ima
sposobnost stvaranja zastitne ovojnice izmedu aktivnog sastojka i okoline. Pokazuje visoku
Zilavost i ima znacajan uc¢inak na mehanicku stabilnost mikrocestica (Ferrandiz i sur., 2017).
Natrijev alginat je biopolimer, anionski polisaharid sastavljen od dvije ponavljajuce
karboksilne jedinice, a-L-guluronske i B-D-manuronske kiseline koje su povezane a-
glikozidnom vezom i tako vezane jedna na drugu stvaraju razli¢éite kompleksne
polielektrolitne strukture (Racovita i sur. 2009).



3. Materijali i metode

3.1. Proizvodnja domaceg sirila

Nakon ¢iséenja i suSenja siriste je izrezano na rezance debljine 5-10 mm i stavljeno u 6%-
tnu otopinu NaCl-a i destilirane vode. Omijer siriSta i otopine NaCl-a bio je 1:8. Nakon 24 sata
ekstrakt je filtriran i dodano je 50% otopine od prethodnog dana. Sljedeci dan ponovljen je
postupak te je ekstrakt ponovno filtriran i dodano je 50% otopine od prethodnog dana. Nakon
72 sata ekstrakt je ponovno filtriran i svi alikvoti su pomijesani i centrifugirani 45 min na 16
000 — 20 000 g kako bi se uklonile sve nelisto¢e. Nakon ekstrakcije, zimogen je aktiviran u
aktivni oblik enzima snizavanjem pH ekstrakta na 2 tijekom 30 min s HCl, a zatim je nastiman
na pH 5,5 s NaOH (Ki$ i sur., 2023). Slika 3.1. a) prikazuje unutrasnjost janjeceg siriSta, a slika
3.1. b) pripremljeno domace sirilo.

Slika 3.1. a) Unutrasdnjost janjeceg siriSta i b) Domace sirilo (lijevo - sirilo dobiveno iz sirista
janjadi starosti = 20 dana; desno - sirilo dobiveno iz siriSta janjadi starosti =10 dana),
Izvor: Ostaric i sur., 2015.

3.1.1. Odredivanje jacine sirila

Jacina sirila i omjer enzima kimozina i pepsina odredeni su prema relevantnim ISO
standardima, a za samu analizu koristen je supstrat mlijeka u prahu koji je pripremljen prema
istim 1SO standardima (ISO 23058:2007, 1ISO 15163:2012).

3.2. Otopine i puferi

3.2.1. Citratni pufer (0,2 M NaHCOs, 0,06 M Na3CsHs07 x 2 H,0)

Citratni pufer (0,2 M NaHCO3s, 0,06 M Na3CsHsO7 x 2 H0) je pripremljen otapanjem 16,80
g NaHCOs i 17,65 g Na3CeHs07 x 2H,0 u 1000 ml destilirane vode. Za inkapsulaciju sterilnih
mikrocestica (mikrocestice koje su sadrzavale sirilo) pufer je steriliziran u autoklavu pri 121 °C
kroz 15 min.



3.2.2. Etanol (70 %i96 % )

Etanol (70 %) je dobiven mijeSanjem 729,16 ml etanola (96 %) i 270,84 ml destilirane vode,
odnosno sterilne destilirane vode za inkapsulaciju sterilnih mikrocestica.

3.2.3. FizioloSka otopina (0,85 % )

Fizioloska otopina (0,85 %) pripremljena je otapanjem 8,5 g NaCl (Merck, Njemacka) u
1000 ml destilirane vode, nakon ¢ega je sterilizirana u autoklavu pri 121 2C kroz 15 minuta.

3.2.4. Kalcijev klorid (CaCl;, 4 %)

Kalcijev klorid (1 M) (Fluka™, Njemacka) pripremljen je otapanjem 4 g CaCl, u 100 ml|
destilirane vode. Kalcijev klorid koji se koristio za inkapsulaciju sterilnih kapsula je steriliziran
autoklaviranjem pri 121 °C kroz 15 min.

3.2.5. Natrijev alginat (1,5 %)

Natrijev alginat je pripremljen otapanjem 15 g natrijevog alginata u 1000 ml destilirane
vode. Otopina je sterilizirana u autoklavu pri 121 °C kroz 15 min.

3.2.6. Mucasol® (2 %)

Radna otopina Mucasol® (2 %, Sigma-Aldrich, Njemacka) pripremljena je mijeSanjem 20
ml Mucasol otopine i 980 ml sterilne destilirane vode.

3.3. Elektricni naboj i velicina Cestica sirila

Elektricni naboj i zeta potencijal ({/mV) Cestica sirila suspendiranih u vodi i otopini
kalcijevog klorida izmjerene su pomocu Zetasizer Nano ZS (Malvern, UK). Navedeni uredaj
pomocu Henryove jednadibe (u = (2e€ f(Ka))/3n)) sa f(Ka) = 1,5 (Smoluchowski
aproksimacija)) mjeri elektroforetsku pokretljivost (u) i izracuna zeta potencijal ({) agregata.
Zeta potencijal je uzet kao srednja vrijednost od tri do Sest mjerenja.

DLS mjerenja provedena su pod kutem rasprsivanja od 173°. Funkcija korelacije intenziteta
analizirana je koriStenjem softvera CONTIN za kvantificiranje raspodjele agregata (Provencher,
1982). Hidrodinamicki promjer (d) procijenjen je Einstein-Stokesovom jednadzbom koja glasi:

_ kBT
~ 6mnD

gdje je kB Boltzmannova konstanta, T temperatura, n viskoznost otapala, a D vidljivi difuzijski
koeficijent translacije, prilikom ¢ega je uzeta pretpostavka da je agregat sferi¢an.

Distribucije veli¢ine su prikazane kao raspodjela volumena buducdi da u polidisperznoj
suspenziji distribucija veli¢ine intenziteta koju daje DLS precjenjuju udio veéih €estica. U vrlo
polidisperznom uzorku i/ili kod jakih medudjelovanja Cestica, znacenje prosjecne veli¢ine



Cestica nije izravno (Viseau i sur., 2001). Zbog toga su primijenjeni podaci volumne raspodjele
samo kao sredstvo potvrdivanja prisutnosti agregata, kako bi se odredile relativne distribucije
veli¢ine Cestica u otopinama. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost od najmanje tri do
Sest mjerenja.

3.4. Inkapsulacija janjeceg sirila metodom ionskog geliranja

Prije procesa inkapsulacije sirilo je u liofilizicanom obliku (Slika 3.2. a). 20 g takvog sirila
otopljeno je u 100 mL sterilne vode, a u nastaloj otopini otopljeno je 4g CaCl; (Slika 3.2. b).

a) b)

Slika 3.2. a) Liofilizirano ov¢je sirilo, b) Otopina ov¢jeg sirila

U ovom radu mikrocestice su pripremljene metodom ionskog geliranja na inkapsulatoru
(Encapsulator Biichi-B390, BUCHI Labortechnik AG, Svicarska, slika 3.3.).



Slika 3.3. Proces inkapsulacije metodom ionskog geliranja na inkapsulatoru

Kao sredstvo za inkapsulaciju koristen je 1,5%-tni natrijev alginat. Natrijev alginat
dokapavan je u 50 mL otopine sirila. Nako zavrSene inkapsulacije, nastale mikrocestice
mijeSane su na mjesalici 30 min (slika 3.4.). Nakon mijeSanja mikrocestice se profiltrirane kroz
muslin (Slika 3.5.), isprane sterilnom vodom te prebacene u Petrijevu zdjelicu (Slika 3.6.).

Slika 3.4. MijeSanje mikrocestica na mjesalici



Slika 3.5. Filtriranje mikrocestica kroz muslin

Slika 3.6. Mikrocestice u Petrijevoj zdjelici

3.5. Fourierova transformacija infracrvene spektroskopije

Fourierovom transformacijom infracrvene spektroskopije (FTIR) zabiljeZeni su spektri FTIR
instrumentom - Cary 660 FTIR (MIR sustav) (Agilent Technologies, USA). Kako bi se dobile gel
pelete, uzorci su mijesani kalijevim bromidom. Spektralno skeniranje provedeno je u rasponu
od 500-4000 cm™.
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3.6. Mikroskopska promatranja

Prosje¢an promjer i oblici mikrosfera promatrani su stereomikroskopom Leica MZ16a
(Leica Microsystems Ltd., Svicarska) pomoéu Olympus Soft Imaging Solutions GmbH, verzija
E_LCmicro_090kt2009. Promjeri su mjereni na oko 100 mikrosfera.

3.7. Metode fizikalno-kemijske karakterizacije mikrosfera

3.7.1. Ucinkovitost inkapsulacije

Ucinkovitost inkapsuliranja (EE) izracunata je koriStenjem jednadzbe prema metodi
(Bhunchu i sur., 2015). Izrazena je kao postotak ukupno dostupnog kalcija u mikrosferama, a
moze se izracunati prema sljedec¢oj jednadzbi:

E(t)—E(s
E(s)
gdje EE oznacava ucinkovitost inkapsulacije, Et ukupna koli¢ina enzima (mg), a Es se odnosi na
koli¢ina enzima u supstratu nakon centrifugiranja.

3.7.2. Kapacitet inkapsulacije

Kapacitet inkapsulacije definiran je kao sadrzaj sirila po gramu suhih mikrokapsula. Vlazne
mikrokapsule ispunjene sirilom susene su na zraku na sobnoj temperaturi nekoliko dana dok
sva tekucina nije isparila.

Sadrzaj sirila unutar mikrocestica odreden je otapanjem 0,5 g mikrocestica u 25 ml smjese
16,80 g (0,2 mol dm-3 ) NaHCO3 i 17,65 g (0,06 mol dm-3 ) NazCsHs07:2H,0. Kapacitet ispune
mikrocestica sirilom LCs izraZzen je kao koli¢ina sirila po gramu suhih mikrocestica i izracunat
prema sljedecoj jednadzbi:

cys XV

LCg = ———
WC

gdje cns koncentracija sirila u uzorku, V volumen uzorka, a wcteZina mikrocestica. Mjerenja su

ponovljena tri puta.

3.7.3. Stupanj bubrenja

Stupanj bubrenja mikrocestica ovisi o vise ¢cimbenika. Neki od njih su svojstva medija za
otapanje svojstava natrijevog alginata koja uklju¢uju molekulsku masu, koncentraciju, vrijeme
formiranja membrane i tehnologiju pripreme. Kako bi se izbjegao utjecaj elektrolita iz
puferskih otopina, stupanj bubrenja odreden je na mikrodesticama dispergiranim u
deioniziranoj vodi. Mikrocestice se dispergiraju u ¢asi s 10 mL deionizirane vode na sobnoj
temperaturi tijekom tri sata. Mokra tezina nabubrenih mikroéestica odreduje se upijanjem
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tekucine filter papirom da se ukloni vlaga s povrsine nakon ¢ega se vazu. Stupanj bubrenja se
racuna prema jednadzbi:

Wi — Wy
Swlp = ——

Wo

gdje Sw oznacava stupanj bubrenja, w: masu nabubrenih mikrocestica, a wo pocetnu masu
mikrocestica. Mjerenja su ponovljena tri puta.

3.7.4. In vitro otpustanje sirila iz mikrosfera

IstraZivanja in vitro otpustanja sirila (enzima) iz ALG/Ca i ALG/(Ca + sirilo) ispitivana su
dispergiranjem mikrocestica u deioniziranoj vodi i ostavljanjem da stoje tijekom pokusa, bez
mijeSanja, na sobnoj temperaturi. Uzorci su sadrzavali 30 g mikrocestica dispergiranih u 100
mL deionizirane vode. Uzorci su mijeSani 60 sekundi u odredenim vremenskim intervalima,
uzeti su alikvoti, a koncentracija je odredena spektrofotometrijski. Rezultati su prikazani kao
frakcija otpustenih Cestica sirila i izraCunati pomocu jednadzbe:

R;

Rtot

f

gdje f predstavlja frakciju otpustenih cestica sirila, R: predstavlja koliinu cCestica sirila
otpustenih u vremenu t, a Rt ukupnu koli¢inu Cestica sirila ili kalcija u mikrocCesticama.
Mjerenja su ponovljena tri puta i prikazana su uz standardnu devijaciju.
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4. Rezultati i rasprava

Inkapsulacija sirila u formulacije alginatnih mikroCestica metodom ionskog geliranja
uspjesno je provedena. U prvom dijelu rezultati su prikazani analiziranjem medudjelovanja
sirila, kalcijevih iona i natrijevog alginata, dok su u drugom dijelu prikazani kroz fizikalno-
kemijsku karakterizaciju mikrosfera.

4.1. Jacinasirila

Proizvedeno janjeée sirilo ima potencijal u ocuvanju bioraznolikosti i iskoriStavanju
proizvoda Zivotinjskog porijekla, a janjece sirilo je najbolje za takvu vrstu zgrusavanja mlijeka
(Kis i sur, 2023). Jacina proizvedenog sirila iznosila je 1800 IMCU/g $to je vise od jacine vecine
ostalih prirodnih sirila na trZistu, a omjer kimozina i pepsina koji je iznosio 80:20% optimalan
je za proizvodnju tvrdih sireva te sireva sa duzim zrenjem.

4.2. Medudjelovanja sirila, kalcijevih iona i natrijevog alginata

IstraZzen je utjecaj dodatka razlicitih kolicina kalcijevog klorida na stvaranje sirnog grusa.
lako su ucinci dodatka kalcija ¢esta praksa u proizvodnji sireva, pojedinosti o tome kako kalcij
utjeCe na agregaciju kazeina nisu do kraja razjasnjene. U sirarskoj industriji kalcijev klorid se
dodaje mlijeku radi poboljSanja teksture i prinosa sirnog grusa. Na taj nacin smanjuje se
vrijeme koagulacije, a dodatak kalcijeva klorida smanjuje pH mlijeka pri cemu se povecava
brzina enzimskih reakcija (Sandra i sur., 2012).

4.2.1. Identifikacija medudjelovanja iona kalcija, sirila (enzima) i natrijevog
alginata

Informacije o elektrostatskim medudjelovanjima u formulacijama lofiliziranih mikrocestica

kalcijevog alginata (Ca/ALG) i kalcijevog alginata ispunjenih sirilom (Ca/ALG/Sirilo) dobivene
su usporedbom FTIR spektara formulacija i sirila (Slika 4.2.1.).
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Slika 4.2.1.. FTIR spektri suhih formulacija mikrocestica kalcijevog alginata (Ca-ALG — crna
linija), sirila (crvena linija i suhih formulacija mikrocestica kalcijevog alginata ispunjenih
sirilom (Ca-ALG/Sirilo — plava linija)

FTIR spektar sirila se sastoji od karakteristicnih vrpci koje odgovaraju pojedinim
funkcionalnim skupinama koje se nalaze u enzimima. Sirilo je ekstrakt probavnih enzima
Zivotinjskog podrijetla, a sastoji se od kimozina i pepsina. Ako je pripravljen iz Zeluca mlade
teladi sadrzava 80-90 % kimozina i 10-20 % pepsina. Udio pepsina povecava se sa staroséu
Zivotinja, a ovisi i 0 njihovoj prehrani. Karakteristi¢ne vrpce se javljaju pri priblizno 3362 cm*
$to odgovara vibracijama istezanja -NH veza, dok vrpca pri 1645 cm™ odgovara podruéju amid
| veze koja je prisutna u strukturama enzima. Takoder pikovi u podrucju izmedu 1416-1491
cm™ ! odnose se na vibracije istezanja — CN amid Il u u strukturi enzima $to je u skladu s
prethodnim istrazivanjima (Barth, 2007).

FTIR spektar suhih mikrocestica kalcijevog alginata (Ca-ALG) pokazuje karakteristi¢ne
vrpce pri 3345 cm™ $to odgovara vibracijama istezanja -OH grupe natrijevog alginata. Takoder
pik pri 2964 cm™ odgovara vibracijama istezanja -CH grupe natrijevog alginata. Pikovi pri 1414
cmti 1624 cm™ predstavljaju simetri¢no i asimetriénu vibraciju istezanja karboksilne grupe
natrijevog alginata dok pik pri 1024 cm™ pripada -COC grupi. Iz navedenog FTIR spektra suhih
mikrocestica Ca-ALG moguce je uoditi da su primarna medudjelovanja pri nastajanju
formulacija elektrostatske prirode, te da vaznu ulogu u stvaranju mikrocestica imaju i vodikove
veze.

14



Inkapsulacijom sirila u mikrocestice Ca-ALG dolazi do znacajnih promjena u intenzitetu
vrpci FTIR spektra u usporedbi s FTIR spektrom mikrocestica Ca-ALG. Promijene u intenzitetu
pikova dolazi zbog toga sto je sirilo (smjesa enzima) negativno nabijeno (-14,38+1,402 mV) te
je veli¢ina Cestica sirila (35,26+ 7,67 nm), Sto utjece na strukturu polimerne mreze, razdvajanje
polimernih lanaca natrijevog alginata te promijene u vodikovim vezama. Pik pri 3345 cm™
odgovara vibraciji istezanja -NH grupe enzima S$to je indikacija da je sirilo uspjesSno
inkapsulirano u Ca-ALG mikrodestice. Takoder pik pri 1625 cm™ predstavlja vibraciju istezanja
-CO grupe amdine veze | koja je prisutna u sirilu. Iz svega navedenog moze se uociti da
najvazniju ulogu u stvaranju formulacija imaju elektrostatska medudjelovanja i vodikove veze
(Hosseini i Varidi, 2021).

4.3. Fizikalno-kemijska karakterizacija mikrosfera

4.3.1. Ucinkovitost i kapacitet inkapsulacije te stupanj bubrenja

Ucinkovitost inkapsulacije sirila i kapacitet punjenja su odredeni kako bi se dobili podaci o
sadrzaju sirila u mikrocesticama. Podaci su prikazani u Tablici 1.

Tablica 1. Vrijednosti ucinkovitosti (EE%) i kapaciteta inkapsulacije (LC%) sirila u mikrocestice
kalcijeva alginata (Ca/ALG/sirilo)

Uzorak LC% SD% EE% SD%
Ca/ALG/sirilo 80 +2 56,8 13,8

Vrijednosti LC% su izuzetno visoke i potvrduju moguénost inkapsulacije sirila u alginatne
mikrocestice procesom ionskog geliranja natrijevog alginata s kalcijevim kloridom pri stalnim
koncentracijama.

Kada su mikrocestice dispergirane u vodi pocinju pokazivati svojstvo bubrenja. Bubrenje
uzrokuje promjenu svojstava mikrocestica kao $to su mehani¢ka cvrstoca, propusnost,
oslobadanje aktivnih tvari, stabilnost i raspad formulacija mikrocestica (Juri¢ i sur., 2021).

Stupanj bubrenja Sw mikrocestica ispunjenih sirilom je iznosio 53,88+3,71% dok je stupanj
bubrenja mikrocesica bez sirila iznosio 48,07+12,21%.

Gel bubri kada postoji vanjski pritisak (tj. pritisak bubrenja) uslijed djleovanja otapala. U
ravnotezi tlak bubrenja postaje jednak nuli zbog ravnoteze izmedu dviju suprotstavljenih
tendencija: obi¢nog povecanja entropije koji je rezultat mijeSanja polimera i otapala, te
smanjenje entropije zbog do izobli¢enja (tj. Sirenja) mreZe (Davidovich-Pinhas i Bianco-Peled,
2010). Vrijednost stupnja bubrenja mikrocestica ispunjenih sirilom (ALG/Ca/sirilo) pokazuje
relativno visoke vrijednosti zato Sto prisutnost kalcija ima utjecaj na povecanu koagulaciju
sirila, te dolazi do stvaranja tzv. kalcijevih mostova $to uzrokuje snizenje gustoce gel mreze,
stupnja umreZenja te time i rast stupnja bubrenja Sw kao Sto je uceno i tijekom inkapsuliranja
spora Trichoderme viride i stanica bakterija Lactobacillus sakei LS0296 soj (Juri¢ i sur., 2021).
To se mozZe pripisati elektrostatickom odbijanju izmedu negativno nabijenog enzima sirila i
slobodnih dijelova alginatnih lanaca (zeta potencijal matriksa kalcijevog alginata je oko -10 V)
(Rokstad i sur., 2014) kao i mehanickim interakcijama.
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Tijekom geliranja, kalcijevi kationi kooperativno djeluju s a blokom skupine L-guluronske
kiseline stvarajuéi ionska umrezenja izmedu razli¢itih polimernih lanaca. Stupanj bubrenja
hidrogelova je ograni¢en umrezenjima i Sw se moze koristiti kao mjera za opseg umrezavanja.

4.3.2. Morfologija i veli¢ina mikrosfera

Prije provodenja procesa inkapsulacije janjeéeg sirila u mikrosfere proveden je postupak
njegove liofilizacije ¢Cime se prevodi iz tekuceg u praskasti (kruti) oblik. Liofilizacijom dolazii do
promijene boje uzorka tekuceg sirila (svjetlo Zuta boja), te nastaje praskasti uzorak bijele boje
(Slika4.3.1aib).

b)

Slika 4.3.1. a) tekuce janjece sirilo i b) liofilizirano janjece sirilo

Procesom inkapsulacije sirila u biopolimerni matriks natrijevog alginata uz pomo¢
djelovanja kalcijevog iona kao gelirajuceg kationa nastaju sferi¢cne mikrocestice. Na slici
4.3.2. a) i b) su prikazane mikrocestice Ca/ALG i Ca/ALG/sirilo nastale inkapsulacijom
procesom ionskog geliranja.

Slika 2.3.2. Mikrofotografije a) Ca/ALG i b) Ca/ALG/sirilo

Iz prikazanih mikrofotografija lako je moguce uociti promjenu u obliku, morfologiji i
boji mikrocestica koje su ispunjene sirilom. Mikrocestice koje nisu ispunjene sirilom su
sfericne, prozirne boje s povrSinom koja je naborana koja je posljedica procesa ionskog
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geliranja natrijevog alginata i gelirajuceg kalcijevog kationa. Naborana struktura povrsine
mikrocestica bez sirila mozZe se objasniti zbog razli¢ite koncentracije natrijevog alginata na
povrsini i u unutrasnjosti mikrocestice Sto je u skladu s prethodnim istrazivanjima (Juri¢ i sur.,
2021).

Mikrocestice ispunjene sirilom poprimaju nepravilnu sferiénu strukturu, s glatkom
povrsinom te su bijele boje. Opazene promijene su posljedica medudjelovanja sirila koje je
inkorporirano u biopolimerni matriks natrijevog alginata.

Opcenito, veli¢éina i ujednadenost velicina mikrosfera uglavnhom je odredena
eksperimentalnim uvjetima priprave (viskozno$éu otopine alginata, promjerom vrha igle
(mlaznice) kroz koju se otopina dodaje, koncentracijom kalcijevog klorida, brzine protoka
otopine alginata i udaljenost od Sprice (mlaznice) do kupelji s geliraju¢im kationom (Blandino
i sur., 2000).

Pripremljene mikrocestice su prosje¢no priblizno milimetarske veli¢ine. Prosjecna
veli¢ina mikrocestica ispunjenih sirilom iznosi 1386,51 +0,231 mm a bez sirila iznosi
1181,21+0,153 mm. Nesto vece vrijednosti veli¢ina mikrocestica koje su ispunjene sirilom se
moze objasniti elektrostatskim medudjelovanjem izmedu sirila koje negativno nabijeno (-
14,38+1,402 mV) i pozitivno nabijenog kalcijevog iona. Dodatkom kalcijevog iona u otopinu
sirila postiZe se bolja agregacija i koagulacije sirila jer kalcijevi ioni drZi proteinsku strukturu na
okupu $to uzrokuje promjenu veli¢ine mikrocestica, ali i njihove boje te morfologije (Sandra i
sur., 2012) (Pawlos i sur., 2021).

Liofiliziranjem mikrocestica ALG/Ca i ALG/Ca/sirilo gube na svojoj sferi¢nosti, te
mikrocetice poprmaju nepravilnu strukturu koja ima poroznu strukturu. Do promjene u obliku,
veli¢ini i morfologiji dolazi kao posljedica potpunog gubitka vode i vlage. Na slici 4.3.3.
prikazane su mikrofotografije liofiliziranih mikrocestica ALG/Ca i ALG/Ca/sirilo.

a) b)
Slika 4.3.3. Mikrofotografije liofliziranih mikrocestica; a) ALG/Ca i b) ALG/Ca/sirilo

Gubitkom vode i vlage dolazi i do drasti¢nog smanjenja veli¢ine mikrocestica te poprimaju
mikrometarske veli¢ine. Prosjec¢na veli¢ina liofiliziranih mikrocestica ALG/Ca iznosi
542,31+0,69 um, te ALG/Ca/sirilo iznosi 861,61+43,21um. Potpunim gubitkom vode i vlage
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prosjecna veli¢ina se smanjuje za viSe od 60%. Morfologija i povrsina se intenzivno mijenjaju
te povrsina postaje gruba, porozna i slojevita. Takoder boja liofiliziranih mikrocestica ALG/Ca
je prozirna, dok boja liofiliziranih mikrocestica ALG/Ca/sirilo bijela i posljedica je inkapsulacije
sirila.

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) je dala daljnji uvid u oblik, veli¢inu i morfologiju
pripravljenih formulacija liofiliziranih mikrocestica ALG/Ca, ALG/Ca/sirilo te sirila.

Lako se moze uciti da je mikrostruktura liofiliziranog ov¢jeg sirila porozna, slojevita i
rahla, te se mogu uditi otvori na krajevima strukture (Slika 4.3.4.) ( Bensalah i Acem, 2022).

SEM HV: 5.0 KV WD: 9.39 mm VEGA3J TESCAN

SEM MAG: 5.01 kx

View field: 27.6 um | Date(midly): 01/31/23 Performance in nanospace

Slika 4.3.4. SEM mikrofotografije liofilizirnog ovcjeg sirila

Na slici 4.3.5. a), b), ¢) i d) Prikazane su SEM mikrofotografije formulacija mikrocestica
ALG/Ca ,ALG/Ca/sirilo te njihovih povrsSina

SEM MV SO WY A R A
SEM MV 5.0 MV WO 5.46 men L VEGA) TESCAN o ol
SEMMAG: 49 x Det: S€ 00 iam e i

Viow ekt 924 o vy
View fieic: 281 mm  Datetvdyy 0131723 Partormance in nanospace s et s0ull Mo o -
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c)

Slika 4.3.5. SEM mikrofotografije: a) formulacija mikrocestica ALG/Ca, b) povrsina formulacije
mikrocestice ALG/Ca, c) formulacija mikrocestica ALG/Ca/sirilo i d) povrSina formulacije
mikrocéestica ALG/Ca/sirilo

Kao Sto je uoceno i na mikrofotografijama snimljenih pomocu optickog mikroskopa
liofilizacijom formulacija mikrocestica dolazi do znacajnog smanjenja veli¢ine. Povrsina
formulacija postaje udubljena, te se lako mogu uciti i pore kroz koje sirilo difundira. Takoder
lako se moZe uociti da je dio sirila lociran i na povrsini liofiliziranih formulacija mikrocestica
ALG/Ca/sirilo.

4.3.3. In vitro otpustanje sirila (enzima) iz mikrocestica

Mehanizmi kojim se aktivna tvar otpusta iz mikroCestica su kompleksni te mogu ukljucivati
razliite procese: prodiranje okolne otopine u mikrocesticu, bubrenje, difuziju aktivnog
sastojka kroz mreZzu gela, otapanje aktivnog sastojka u okolnom mediju i eroziju nabubrene
mikrocestice (Maderuelo i sur., 2011), (Sankalia i sur., 2007). Pokazano je da su difuzija,
bubrenje i erozija najvazniji mehanizmi koji kontroliraju brzinu otpustanja aktivnih sastojaka
iz hidrofilnih mikrosfera (Sankalia i sur., 2007). Krivulja otpustanja sirila iz liofiliziranih
mikrocestica ALG/Ca/sirilo je prikazana na slici 4.3.6. Vremenski interval pracenja otpustanja
sirila je bio u intervalu od 120 sata koliko je potrebno da se sirilo potpuno otpusti iz
pripremljene mikrocestice.
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Slika 4.3.3. Otpustena kolicina sirila u vremenu t, iz pripravljenih mikrocestica ALG/Ca/sirilo
pri optimalnoj koncentraciji kalcijeva klorida, c(CaCl,) i natrijeva alginata. Na slici su
prikazane i standardne devijacije.

Iz krivulja otpustanja sirila iz pripravljenih mikrocestica ALG/Ca/sirilo moguce je uociti
da dispergiranjem u vodi dolazi do vrlo brzo otpustanja sirila te da u vrlo kratkom vremenu
postize konstantnu vrijednost otpustanja Sto ukazuje na dobro odobrene parametre priprave
mikrocestica ALG/Ca/sirilo.

Otpustena kolicina sirila moZe se opisati jednadzbom f = a + kt™. Vrijednosti konstante
otpustanja k, eksponenti n i odsjecci a prikazani su u Tablici 2. Prema modelu Korsmeyer-
Peppasa (Korsmeyer i sur., 1983) konstanta otpustanja, k, ukljuuje ukupan difuzijski
koeficijent otapanja i geometrijske karakteristike mikrosfera, a eksponent n je karakteristi¢an
za mehanizam koji kontrolira brzinu otpustanja. 1z Tablice 4 je vidljivo da se vrijednosti za
konstantu k smanjuju povecanjem pocetne koncentracije iona kalcija. Vrijednost za n > 0,43
upucuje da je kontrolni mehanizam otpustanja anomalna transportna kinetika (kombinacija
dvaju difuzijskih mehanizama i bubrenja i relaksacije polimernih lanaca).

Tablica 2. Varijacija konstante oslobadanja (k), eksponent (n), presjek y-osi (a) i koeficijent
korelacije (R?) sirila oslobodenog iz (ALG/Ca/sirilo) mikrocestica.

Mikrodestica a k/min n R?
ALG/Ca/sirilo 0,126 0,00147 0,49 0,9971

20



Iz dobivenih vrijednosti lako je uociti da je vrijednost eksponenta n iznosi 0,49. Iz
dobivene vrijednosti moze se zakljuciti da je otpustanje sirila iz pripravljenih mikrocestica
ALG/Ca/sirilo voden procesima kontroliranim kombinacijom dvaju difuzijskih mehanizama i
transportom tipa Il.

Poznavanje kinetike i mehanizama koji kontroliraju u otpustanje aktivnih sastojaka je
vazno za pripravu optimalnih agroformulacija baziranih na biopolimernim materijalima. Dizajn
kontroliranog sustava za isporuku ukljuéuje optimizaciju mnogih parametara medu kojima su
najvazniji tip i koncentracija oba, biopolimera i gelirajuéeg kationa (Sankalia i sur., 2007). U
tom smjeru, kinetika i mehanizmi oslobadanja sirila istrazeni su na mikrosferama
pripravljenima pri konstantnoj koncentraciji kalcijevog klorida i uz konstantnu koncentraciju
natrijevog alginata. Vaino je naglasiti da otpustanje sirila karakterizira brzo pocetno
oslobadanje nakon cega slijedi sporije otpustanje. Kontrolni mehanizam otpustanja sirila je
kombinacija dvaju difuzijskih mehanizama te bubrenja i relaksacije polimernih lanaca
(anomalna transportna kinetika). Vazno je naglasiti da je brzina geliranja alginata vazan je
¢imbenik u kontroli homogenosti i ¢vrstoce mikrocestice. Usporeno geliranje daje homogene
strukture s boljim mehanickim svojstvima. Homogene mikrocestice dopustaju veéu brzinu
difuzije zbog jednolike velicine pora, dok nehomogene usporavaju difuziju u mreznoj strukturi.
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5. Zakljucak

Proces inkapsulacije sirila u formulacije alginatnih mikrocestice pokazao se ucinkovitim.
Nakon inkapsulacije dobivene su kapsule sa zadovoljavajuéom koli¢inom sirila te se mogu
koristiti za kontrolirano otpustanje u proizvodnji sira.

Jacina sirila iznosila je 1800 IMCU/g, a omjer kimozin:pepsin iznosio je 80:20 % sto je
optimalno za proizvodnju tvrdih sireva i sireva s duzim zrenjem.

Fizikalno kemijskom karakterizacijom utvrdene su zadovoljavajuce vrijednosti i potvrduju
mogucnost inkapsulacije. Kapacitet inkapsulacije iznosio je 80%, stupanj bubrenja Sw
mikrocestica ispunjenih sirilom je iznosio 53,88+3,71% dok je stupanj bubrenja mikrocesica
bez sirila iznosio 48,07+12,21%. Vrijednost stupnja bubrenja mikrocestica ispunjenih sirilom
(ALG/Ca/sirilo) pokazuje visoke vrijednosti ¢ime je potvrdena pretpostavka da e stupanj
bubrenja mikrocestica ispunjenih sirilom biti vec¢i u odnosu na mikrocestice bez sirila.

Morfoloskim pregledom mikrocestica uocena je promjena u obliku, morfologiji i boji kod
Cestica ispunjenih sirilom. Prosjecna velicina mikrocestica ispunjenih sirilom iznosila je
1386,51 +0,231 mm, a bez sirila 1181,21+0,153 mm c¢ime je potvrdena pretpostavka da ée
mikrocestice ispunjene sirilom biti vece zbog elektrostatskog medudjelovanja sirila i kalcijevih
iona. Pretpostavljeno je da ¢e liofiliziranjem doci do gubitka vode i vlage iz mikroCestica Sto ¢e
rezultirati smanjenjem veli¢ine mikroCestica. Nakon mjerenja utvrdeno je da je prosjecna
veli¢ina liofiliziranih mikrocestica ALG/Ca iznosila 542,31+0,69 um, te ALG/Ca/sirilo iznosila
861,61+43,21um ¢ime je navedena pretpostavka potvrdena.

Dinamika otpustanija sirila iz mikroCestica uspjesno je izmjerena. Mjerenjem je utvrdeno
da je sirilu potrebno 120 sati da se potpuno otpusti iz mikrocestice te da dispergiranjem u vodi
vrlo brzo dostize konstantnu vrijednost otpustanja ¢ime se potvrduje da su mikrocestite dobro
pripravljene.

Nakon svih provedenih mjerenja dokazano je da ¢e mikrocestice ispunjene sirilom biti
pogodne za daljnju proizvodniju sira.
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7. Prilog

7.1. Popis kratica

Kratica Znacenje
°C stupanj celzijev
ALG/Ca mikrocestica kalcijevog alginata

ALG/Ca/sirilo
c

CaCl

cm

cNS

DLS
EE%
Et
Es

FTIR

kB

LC%
LCs

mL

MRS
mV

mikrocestica kalcijevog alginata sa sirilom
koncentracija

kalcijev klorid

centimetar

koncentracija sirila u uzorku

vidljivi difuzijski koeficijent translacije
Hidrodinamicki promjer

Dinamicko rasprsSivanje svjetlosti
ucinkovitost inkapsulacije

ukupna koli¢ina enzima

kolicina enzima u supstratu nakon
centrifugiranja

engl. Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (Fourierova transformacija
infracrvene spektroskopije)

gram

Boltzmannova konstanta

Litra

kapacitet inkapsulacije

kapacitet ispune mikrocestica sirilom

mol
mililitar
milimetar

MRS De Man, Rogosa, Sharpe

milivolt
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NaCl

NaHCO3
Na3CeHsO7 x 2H,0
NaOH

nm

oM

PDO

Rt

Rtot
SEM
Sw%

T

t

u
UVv/VviS
\Y

\Y

W¢

um

Natrijev klorid

Natrijev hidrogen karbonat
Natrijev citrat dihidrat

Natrijev hidroksid

Nanometar

Opticki mikroskop

engl. Protected Designation of Origin
(oznaka izvornosti

Koeficijent determinacije
Koli¢ina otpustenih Cestica sirila u vremenu t
Ukupna koli¢ina Cestica sirila
Pretrazni elektronski mikroskop
stupanj bubrenja

temperatura

vrijeme

elektroforetska pokretljivost
ultraviolet-visible spectroscopy
volt

volumen

teZina mikrocestica

masa nabubrenih mikrocestica
pocetna masa mikrocestica
zeta potencijal

viskoznost otapala

mikrometar

Frakcija otpustenih Cestica sirila
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Zivotopis
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studija obavljala je stru¢nu praksu u Referentnom laboratoriju za mlijeko i mlije¢ne proizvode
na Agronomskom fakultetu. Osim materinjeg hrvatskog jezika sluzi se i engleskim te
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voli ga provesti u prirodi ili s prijateljima.
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