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PREDGOVOR

Tema specijalistickog rada je aktualna i1 korisna s obzirom da opisuje razlicite tehnoloske
metode 1 ¢cimbenike koji utjecu na stabilnost 1 kakvocu probiotika. Budu¢i da je ve¢ dobro
poznata korisnost bakterija iz roda Lactobacillus, stanovnika Zivotinjskog i ljudskog
probavnog sustava, danas se ove bakterije sve viSe koriste u preventivne i terapijske svrhe.
Detaljan opis ¢imbenika koji utjeCu na stabilnost / vijabilnost probiotika tijekom njihove
obrade do suhih praSkastih oblika, pridonijeti ¢e i boljem razumijevanju i daljnjem razvoju
suvremenih tehnoloskih metoda obrade probiotika.

Specijalistickim radom su pregledani svi relevantni ¢lanci, od op¢ih do specijaliziranih na

analiticki 1 kriti¢ki nacin kako bi se obradila problematika ovoga rada.

Izbor literaturnih podataka je sveobuhvatan i sadrzi listu publikacija koje su relevantne za
odabranu temu. Tema specijalistickog rada je obradena temeljem najnovijih spoznaja iz

predmetnog podrucja.

NajljepSe zahvaljujem svom mentoru doc. dr. sc. Ivanu Pepicu na strpljenju, pruzenoj
pomoc¢i, utroSenom vremenu te konstruktivnim savjetima tijekom pisanja rada.

Veliko hvala mojoj obitelji Sto su imali strpljenja tijekom moga dodatnog obrazovanja.



SAZETAK

Cilj istrazivanja:

Cilj specijalistickog rada je opisati razli¢ite tehnoloske metode 1 Cimbenike koji utjecu na
stabilnost 1 kakvoc¢u probiotika. Glavna podrucja koja ¢e biti obradena su tehnologije
susenja, ukljuCujuci suSenje zamrzavanjem i suSenje rasprSivanjem, zaStitna sredstva,

ukljucujuéi stres, fazu rasta i medija, uvjete Cuvanja probiotika i rehidraciju.

Materijal i metode:

Kao materijal za izradu specijalisti¢kog rada obradena je dostupna literatura prema temi 1
predmetu istrazivanja, autorima i Casopisu. Pretrazeni su op¢i i specijalizirani Clanci
relevantni za problematiku ovog specijalistickog rada, prouceni na analiticki i kriticki nacin
s obzirom na definiranje znanstvenog i / ili stru¢nog problema. Takoder je provedeno
istrazivanje postojec¢ih znanja o definiranom problemu kao i oblikovanje radne hipoteze te
odabir metoda za njeno ispitivanje. Pri proucavanju relevantnih ¢lanaka izdvojeni Su
najvazniji rezultati, rasprave i zakljucci. Na temelju proucavanih ¢lanaka izvedena su vlastita

razmatranja proucavane problematike koja su sastavni dio rasprave rada.

Rasprava:

Rezultati prikazani u brojnim radovima potvrduju da procesi suSenja utjeCu na integritet
stanica i na stanicne membrane. Visoki gubitak kultiviranja uvijek odgovara visokom
porastu propusnosti stanica. To potvrduje ulogu integriteta membrane u bakterijskoj

kultiviranosti i veliku korelaciju izmedu takva dva markera odrZivosti.



Utvrdeno je da razliciti procesi suSenja snazno utjeu na probioticku odrzivost i
funkcionalnost. U¢inci dehidracijskih postupaka na funkcionalnost stanica nisu izravno
povezani s preZivljavanjem stanice, a svaki bakterijski soj ima specifi¢nu osjetljivost na
svaku od stabilizacijskih metoda. Takoder je otkriveno da postupci susenja mogu pozitivno
ili negativno mijenjati svojstva bakterija. SuSenje zamrzavanjem dalo je najbolju metodu
ocuvanja bakterijske kultivacije, hidrofobnosti 1 enzimske aktivnosti, ali je uzrokovalo
znacajno kaSnjenje rasta. SuSenje rasprSivanjem je relativno jeftina tehnologija, brza i
ponovljiva u usporedbi s drugim tehnikama mikrokapsuliranja. Proces je fleksibilan, nudi

znatne varijacije u matrici, moze se prilagoditi i proizvodi Cestice dobre kvalitete.

Zakljucak:

Fermentirani i nefermentirani mlije¢ni proizvodi obogaceni probiotickim bakterijama su se
razvili u uspjesSnu kategoriju funkcionalne hrane, te je u tom smislu izuzetno bitna stabilnost
I dostupnost suhih praskastih oblika probiotika za njihovu raSirenu primjenu.

Metode proizvodnje suhih probiotic¢kih oblika trebaju biti takve da odrzavaju i osiguravaju
stabilnost te odgovarajuéi broj bakterija nakon proizvodnje. Metode suSenja zamrzavanjem
I suSenja rasprSivanjem mogu se koristiti za proizvodnju suhih praskastih oblika probiotika
u velikim koli¢inama, ali ti procesi rezultiraju izlaganjem Zzivih probiotickih bakterija
razli¢itim stresnim uvjetima, kao $to su toplina, hladnoéa, kisik i osmotski stres, §to moze

rezultirati smanjenom funkcionalnos¢u i gubitkom stabilnosti tijekom suSenja i skladiStenja.



SUMMARY

Objectives:

The aim of this specialist work was to describe the different technologies and factors
affecting the stability and quality of probiotics. The main areas that will be covered are
drying technology, including freeze-drying and spray drying, protective equipment,

including stress, stage of growth and media, conditions of probiotics storage and rehydration.

Material and methods:

As a material for the development of specialist work, available studies were used according
to case studies, relevant authors and journals. General and specialized articles, relevant to
the issues of this work are searched, examined on analytical and critical manner with regard
to the definition of the scientific and / or technical problems. Research of existing knowledge
about defined problem as well as the design of a work hypothesis and the selection of
methods for its examination were also carried out. Based on the study articles, self-reflection

of the issues studied will be carried out, which will also be an integral part of the discussion.

Discussion:

The results shown in numerous scientific works confirm that drying processes affect cell
integrity and cell membranes. The high loss of cultivation always corresponds to high cell
viability. This confirms the role of membrane integrity in bacterial cultivation and a great
correlation between these two sustainability markers. It was found that various drying

processes strongly influence probiotic sustainability and functionality. The effects of
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dehydration treatments on cell function are not directly related to survival of the cell and
each bacterial strain has a specific sensitivity to each of the stabilizing methods. It has also
been found that drying processes can alter positively or negatively the properties of bacteria.
Freeze drying has provided the best method for preserving bacterial cultivation,
hydrophobicity and enzymatic activity, but has caused a significant delay in growth. Spray
drying is relatively inexpensive technology, fast and repeatable compared to other
microencapsulation techniques. The process is flexible, offers substantial variations in the

matrix, can be adjusted and produces good quality particles.

Conclusion:

Fermented and non-fermented dairy products enriched with probiotic bacteria have evolved
into a successful category of functional foods and in that sense is extremely important
stability and availability of solid dosage forms of probiotics to their widespread use. The
methods of producing dry probiotic forms should be such as to maintain and ensure stability
and an adequate number of bacteria after production. Methods of freeze drying and spray
drying can be used to produce dry powder form of probiotics in large quantities, but these
processes result in the exposure of living probiotic bacteria to different stresses, such as heat,
cold, oxygen and osmotic stress, which can lead to reduced functionalities of this loss

stability during drying and storage.
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Pod pojmom probiotik podrazumijeva se jedna ili viSe kultura zivih mikroorganizama koiji,
primijenjeni u zivotinja ili ljudi, djeluju korisno na domacina, poboljSavajuéi svojstva autohtone
mikroflore probavnog sustava domacina. Obicno se nalaze u fermentiranom mlijeku, jogurtu i siru,
ali su takoder dostupni i u obliku dodataka prehrani. Probiotici poput vrsta Lactobacillus i
Bifidobacterium dodaju se hrani uglavhom za poboljSanje ravnoteze crijevne mikroflore.
Lactobacillus, rod gram-pozitivnih fakultativnih anaerobnih bakterija, karakterizira sposobnost
proizvodnje mlijecne kiseline, a ima izrazito vaznu ulogu u proizvodnji fermentiranih mlijecnih
proizvoda. Budu¢i da je ve¢ vrlo dobro poznato da su bakterije iz roda Lactobacillus stanovnici
zivotinjskog i ljudskog probavnog sustava, danas se ove bakterije sve viSe koriste u preventivne i
terapijske svrhe. Lactobacillus i Bifidobacterium vrste su najcesce koristene za prozvodnju hrane
za ljudsku potros$nju s obzirom na znacajne zdravstvene prednosti povezane s uzimanjem takvih
mikroorganizama. Takvi mikroorganizmi dijele mnogo zajedni¢kih osobina, sigurni su za
upotrebu, otporni na Zelucanu kiselinu i probavne enzime te imaju sposobnost zadrzavanja na
stanicama crijeva. Probioticke kulture koje se koriste u prehrani najée$¢e su proizvedene u
smrznutom ili praSkastom obliku, ili procesom zamrzavanja ili suSenjem. UspjeSno susenje vrsta
Lactobacillus i Bifidobacterium objavljeno je za nekoliko razlic¢itih sojeva, ukljucujuéi
Lactobacillus paracasei. Adekvatno rjeSenje za poboljSanje prezivljenja takvih sojeva u
probiotickim pripravcima tijekom njihove obrade je tehnoloski postupak uklapanja u
mikrokapsule. U svrhu produljenja stabilnosti probiotika tijekom skladistenja, koriste se razlicite

tehnike kao Sto su suSenje rasprsivanjem, liofilizacija i oblaganje rasprsivanjem.



Specijalisticki rad Nikolina Bicani¢, dipl.ing.

Liofilizacija ili suSenje proizvoda u zamrznutom obliku postupak je susenja kojim se tekuéi dio
materijala nakon smrzavanja odvodi sublimacijom. Liofilizacijom (engl. ,.freeze-drying*) se
izbjegava denaturacija uzrokovana zagrijavanjem proizvoda na nafin da ga se odrzava u
zamrznutom obliku tijekom postupka suSenja. Prednosti postupaka liofilizacije ukljucuju
smanjenje kontaminacije, minimalno ostecenje i gubitak aktivnosti kod termolabilnih materijala,
brzinu 1 cjelovitost rehidracije, moguénost to¢nog i sterilnog doziranja konacnih proizvoda u

spremnike.

1.1. Opéenito o probioticima

Bakterije mlije¢ne kiseline su gram-pozitivne bakterije (s niskim sadrZzajem gvanina i citozina u
molekuli DNA) koje su prirodno prisutne na supstratima bogatim hranjivim tvarima kao $to su
mlijeko, meso, razgradni biljni materijali te u l[judskom probavnom sustavu. To su industrijski vrlo
vazni mikroorganizmi koji se upotrebljavaju kao starter kulture za dobivanje razli¢itih
fermentiranih proizvoda, a sve je ucestalija primjena bakterija mlije¢ne kiseline kao probiotika ili
u kombinaciji s prebioticima (sinbioticki koncept). Probiotici su definirani kao jedna ili vise kultura
zivih mikroorganizama koji primijenjeni u ljudi ili Zivotinja, blagotvorno djeluju na domacina
pobolj$avajuéi mu svojstva autohtone mikroflore (Suskovi¢, 1996). Da bi izazvali Zeljene pozitivne
u¢inke na zdravlje, probioticki pripravci moraju sadrzavati zive mikrobne stanice u
koncentracijama visim od 108 /g proizvoda. Zbog toga se istrazuju razli¢ite metode koje mogu
pridonijeti povecanju njihovog prezivljavanja tijekom biotehnoloske proizvodnje, Cuvanja ili
primjene probiotika u razli¢itim proizvodima te nakon oralne primjene u probavnom sustavu
domacina. Mnogi znanstveni radovi opisuju utjecaj razli¢itih metoda mikrokapsulacije na
povecanje stabilnosti i prezivljavanja probiotika tijekom njihove proizvodnje i primjene, a kao
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najpogodnija metoda priprave bakterijskih stanica kroz duzi vremenski period ¢esto se navodi

liofilizacija (Capela i sur., 2006; Gbassi i sur., 2009).

1.2. Tehnoloski zahtjevi pri izboru probiotika

Za proizvodnju suhih praSkastih oblika probiotika koja osigurava dulji vijek trajanja u odnosu na
tekuce proizvode, najveéi izazov je svladati gubitak stabilnosti uslijed uklanjanja vode, izlozenosti
kisiku te na kraju visoke temperature tijekom suSenja. Nadalje, stabilnost proizvoda treba biti
osigurana tijekom Citavog perioda trajanja koje je uvjetovano i fizikalnim parametrima te uvjetima
skladistenja. U vecini sluCajeva gubitak stabilnosti tijekom skladiStenja viSe je izrazen nego
tijekom obrade. PoboljSanje stabilnosti suhih praskastih oblika moze se posti¢i npr. upotrebom
zastitnih sredstava / uklapanjem materijala u mikrokapsule, primjenom blagih okolidnih naprezanja
tijekom ili nakon fermentacije. Dehidracija se ¢esto primjenjuje kao metoda stabilizacije probiotika
za njihovo olakSano skladistenje, transport i kasniju primjenu. Na stabilnost probiotika u
prehrambenim proizvodima utjeu razliciti faktori poCevsi od uvjeta fermentacije pa sve do
pakiranja i skladistenja (Slika 1).

Liofilizacija je najraSirenija tehnika dehidracije probiotika i mlije¢nih proizvoda. Tijekom
zamrzavanja, formiranje izvanstani¢nog leda uzrokuje povecanje izvanstani¢ne osmolalnosti, stoga
odmah nakon oblikovanja leda izvan stanica nastupa njihova dehidracija. Razli¢iti krioprotektori,
odnosno lioprotektori dodaju se u medij prije provedbe samog postupka liofilizacije kako bi se
povecalo prezivljavanje probiotickih bakterija tijekom faze dehidracije. Takva zastitna sredstva
podrazumijevaju obrano mlijeko u prahu, proteine sirutke, trehalozu, glicerol, betain, adonitol,
saharozu, glukozu, laktozu i polimere poput dekstrana i polietilenglikola. Akumulacijom

kompatibilnih krioprotektora unutar stanica smanjuje se razlika u osmotskom tlaku izmedu
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unutarstani¢nog | izvanstani¢nog prostora. Proizvodnja probiotika u praskastom obliku mora se
izvoditi na nacin kojim ¢e se odrzati adekvatan broj zivih stanica. Upotreba zaStitnih sredstava je
dobro poznata strategija povecanja tolerancije susenih probiotic¢kih sojeva. Medutim, takoder treba
uzeti u obzir potencijalni utjecaj krio / lioprotektora na fiziologiju bakterijskih stanica. Uvijeti
skladistenja kao Sto su temperatura skladiStenja, sadrzaj vlage, relativna vlaznost, sadrzaj kisika,
izlaganje svjetlu i skladiStenje materijala mogu imati znacajne utjecaje na stabilnost suhih
prasSkastih oblika probiotika te su pravilni uvjeti skladistenja neophodni za osiguravanje odrzive
populacije razli¢itih oblika probitika. Rehidracija probioti¢kih pripravaka kljuc¢an je korak za
ozivljavanje stanica nakon dehidracije. Veliki udio probiotickih bakterija moze biti i unisten ovisno
0 procesu rehidracije. Rehidracija sama po sebi (u smislu osmolarnosti, pH i izvora energije), kao
i uvjeta rehidracije (u smislu temperature rehidracije i volumena) moze znac¢ajno utjecati na vrijeme
prezivljenja, i na taj nacin utjecati i na izglede prezivljavanja. U svijetu je naSiroko izrazena
zabrinutost za kakvocu probiotickih proizvoda. Proizvod koji sadrzi probioticke organizme treba
sadrzavati odredeni broj Zivih stanica da bi bio u¢inkovit (>10° - 108 CFU / g, ili > 10® - 10'° CFU
/ danu) te su objavljene i brojne studije o probiotickim bakterijama u visim ili nizim dozama. U
svakom slucaju sadrzaj zivih stanica u probotickom proizvodu presudan je u ocjeni njegove
kakvoce.

Mnoge studije pokazuju da proizvodi na trzistu ne sadrze navedene koncentracije probioti¢kih
sojeva ili da su neki u neprihvatljivo niskim koli¢inama. Takvi podaci ukazuju na to da stabilnost
probiotickih bakterija u komercijalno dostupnim proizvodima (npr. mikrokapsulirane kulture,
smrznuti koncentrati, kapsule, hrana i pi¢e) moze biti veliki problem te ukazuje na potrebu za
njthovom boljom kontrolom. Nazalost dokazivanje odredenih bakterija Cesto zahtijeva

specijalizirane i standardizirane metodologije koje nisu utvrdene za mnoge probioticke sojeve.
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S obzirom na ¢injenicu da probioticke stanice moraju biti Zive kada se konzumiraju, analiza kultura
je kriti¢na u utvrdivanju kakvoce (broja Zivih stanica) probioti¢kih proizvoda.

Budu¢i da su probioticke stanice Cesto pod stresom zbog razli¢itih ¢cimbenika vezanih za njihovu
proizvodnju, preradu i formulaciju, standardna metodologija ima tendenciju podcjenjivati broj
stanica u tim proizvodima. Uklapanjem probiotika u mikrokapsule postize se stabilizacija stanica
tj. poboljSava njihova aktivnost i stabilnost tijekom proizvodnje, skladistenja i koriStenja. Postupak
uklapanja u mikrokapsule pridonosi dodatnoj zastiti stanica laktobacila i bifidobakterija tijekom
procesa rehidracije i liofilizacije.

Procesiranje funkcionalne hrane i mikroorganizama prisutnih u njoj moze se podijeliti u tri
osnovne kategorije:

a) procesiranje starter kultura

b) procesiranje probiotika

C) procesiranje proizvoda da bi se postigla Zeljena funkcionalna svojstva (Fonden i sur., 2000).

Uvjeti fermentacije:

pH, kiselost,
temperatura, sastav
medija

Pakiranje i

skladistenje Mikrokapsulacija

Stabilnost probiotika u
prehrambenim
proizvodima

Proizvodni
procesi: Sredstva za
suenje i zastitu
zamrzavanje

Slika 1. Utjecaj razli¢itih faktora na stabilnost probiotika (Tripathi i Giri, 2014)
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1.3. Kriteriji za odabir probiotickog soja U razvoju probioticke hrane namijenjene za

ljudsku potrosnju

Vrsta Lactobacillus se najcesce koristi i predstavlja vazan dio flore humanog crijeva, a kada je
prisutna u dovoljnom broju stvara zdravu ravnotezu izmedu korisnih i Stetnih potencijalnih
mikrobiota u probavnom sustavu (Dunne i sur., 2001). Osnovni uvjet za probiotike koje proizvodi
trebaju sadrzavati su odredeni broj mikroorganizama do isteka roka valjanosti (Fasoli i sur., 2003).
Medutim, kako bi oni zadrzali funkcionalne osobine i zdravstvene prednosti, potreban je veliki
napor za izbor probiotickog soja. Kriteriji za izbor bakterija mlije¢ne kiseline u svrhu uporabe kao
,,Probioticki” ukljucuju slijedece: (a) pokazuju blagotvoran uc¢inak na domacina, (b) prisutne su u
prehrambenim proizvodima u odredenim koli¢inama te ostaju odrzive tj. vijabilne tijekom Citavog
roka trajanja proizvoda, (c) imaju stopu prezivljenja prolaskom kroz probavni sustav, (d) ¢vrsto
prianjaju na epitelne stanice, (e) imaju antagonisti¢ku aktivnost spram karcinogenih i patogenih
bakterija, (f) stabiliziraju intestinalnu mikrofloru i pruzaju razli¢ite zdravstvene prednosti, (Q)
stabilni su na zuéne kiseline, enzime i kisik, (i) sigurnosne znacajke koje ukljucuju nepatogene,
netoksicne, nealergijske, nemutagene ucinke (Mattila i Saarela, 2000; Parvez i sur, 2006; Tumola
i sur., 2001). Na temelju tih kriterija, probioticki soj treba biti pomno odabran za odrzavanje
stabilnosti tijekom komercijalne proizvodnje probiotika, a pregled najéesce koristenih bakterija
mlijecne kiseline u probiotickim proizvodima prikazan je u tablici 1. Osim toga, ovi sojevi trebali
bi biti metabolic¢ki aktivni u probavnom sustavu te bioloski uéinkoviti. Dakle, izbor otpornih
probiotickih sojeva tijekom proizvodnje, skladiStenja i prolaska kroz probavni sustav je od
primarne vaznosti. Vecina danasnjih probiotika izabrana je upravo analizom i koristenjem takvih

kriterija. Dakle, vazno je imati na umu da svaki probioticki soj ima svoja specificna svojstva, a
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idealni sojevi moraju imati uspostavljene i zdravstvene i sigurnosne podatke iz randomiziranih

kontroliranih klini¢kih ispitivanja (Lee i Salminen, 2009; Ventura i Perozzi, 2011).

Tablica 1. Najcesce koristene bakterije mlijecne kiseline u probiotickim proizvodima (Tripathi i

Giri, 2014)
Lactobacillus sp. L. acidophilus, L. casei, L. delbrueckii ssp.,
L. cellobiosus, L. curvatus, L. fermentum,
L. lactis, L. plantarum, L. reuteri, L. brevis
Bifidobacterium sp. B. bifidum, B. adolescentis, B. animalis, B. infantis,
B. thermophilum, B. longum
Enterococcus sp. Ent. faecalis, Ent. faecium
Streptococcus sp. S. cremoris, S. salivarius, S. diacetylactis,
S. intermedius

1.4. Rezistencija bakterija na antibiotike u probioticima - sigurnosni problem

Probiotici se smatraju sigurnima, ali ipak postoje odredeni problemi povezani sa sigurno$cu
njihove primjene. Postoje uglavnom tri teorije koje se odnose na sigurnost probiotika: (1) na pojavu
bolesti, kao Sto su endokarditis, bakterijemije ili; (2) otrovni ili metaboli¢ki ucinci na probavni
sustav; i (3) prijenos antibiotika i otpornost na floru probavnog sustava (Snydman, 2008). Dostupni
epidemioloski podaci, klini¢ke studije i studije toksi¢nosti preporucuju da se LAB obi¢no koristi u
fermentiranim namirnicama te se vecina dana$njih probiotika Smatra sigurnim za primjenu.
Organizmi koji se opcenito smatraju sigurnim su vrste Lactobacilllus, Lactococcus,
Bifidobacterium i kvasci. Postoje i drugi probiotic¢ki organizmi kao $to su Enterococcus, Bacillus,
Streptococcus i bakterije koje tvore spore, ali se ipak ne smatraju dovoljno sigurnim za prehranu
ljudi, ali se koriste kao probiotici. Mnogi sojevi takvih vrsta koriste se u proizvodnji industrijske
hrane bilo kao starter kulture ili kao probiotici tako da je potrebno dokazati njihovu sigurnost prije
nego se stave na trziste. Cimbenici koje treba uzeti u obzir ukljuéuju svojstva mikroba, fizioloskog
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statusa potroSaca, doze, kao i mogucnost da probioticka bakterija moze biti potencijalni izvor
antibioti¢ke otpornosti unutar probavnog trakta (Senok i sur., 2005). Kako bi se sprijecilo nezeljeno
prenoSenje rezistencije na endogene bakterije, probiotici ne bi trebali nositi rezistenciju osim one
potrebne. Postoji nekoliko metoda za procjenu sigurnosti bakterija mlije¢ne kiseline koriStenjem
in vitro studije, studije na zivotinjama i klinickih studija na ljudima koje dokazuju da probioticki
sojevi ispunjavaju sigurnosne standarde. Pokrenut je i odredeni broj inicijativa kako bi se provjerila
otpornost na antibiotike iz starter kultura i probiotickih mikroorganizama. Probiotici se unose u
velikim koli¢inama u funkcionalnu hranu, a prisutnost antibiotika u genomu se mora i sustavno
prikazati. Dakle, prehrambena industrija mora pazljivo procijeniti sigurnost i ucinkovitost svih

novih vrsta i probiotickih sojeva prije nego ih se stavi u proizvodnju prehrambenih proizvoda.

1.5. Mehanizmi antibioti¢ke rezistencije u probioticima

Globalno $irenje otpornosti na antibiotike je sve vise vazan klinicki i javnozdravstveni problem u
svijetu. Zbog velike upotrebe antibiotika u proteklih nekoliko godina zna¢ajnu ulogu ima pojava i
raSirenost rezistentnih bakterija. Antibiotska izloZenost omogucéuje bakterijama da razviju
mehanizam za prevladavanje antimikrobnih u¢inaka, a jedan bakterijski soj mozZe posjedovati i
nekoliko vrsta mehanizama rezistencije.

Mehanizam, odnosno nacin probioti¢kog djelovanja bakterija mlije¢ne kiseline, moze biti izrazen
kroz tri glavna aspekta: A) inhibicijom rasta nepoZeljnih mikroorganizama, B) modifikacijom
metabolizamskih procesa u probavnom sustavu i C) stimulacijom imunolo$kog sustava domacina
(Suskovi¢ i sur., 1993). Medutim, uglavnom su dva mehanizma kojim bakterije postaju otporne na
antibiotike. Bakterijska rezistencija na antibiotike moze se postici ili kroz unutarnji ili steceni

mehanizam. Dominantni mehanizam ovisi o prirodi antibiotika, mjestu djelovanja, bakterijskoj
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vrsti, 0 tome je li bakterijska vrsta sama ili povezana na plazmid. Postoje tri vrste rezistencije koje

su uocene u LAB: unutarnja ili urodena, stecena I mutirana.

1.6. Razvoj probioti¢ke hrane

Tijekom posljednjih nekoliko desetljeca, vise od 500 probiotickih proizvoda predstavljeno je na
globalnom trziStu i ovaj popis proizvoda se stalno Siri, a pregled najcesce koristenih Lactobacillus
i Bifidobacterium vrsta u komercijalne svrhe prikazan je u tablici 2. Probioticki prehrambeni
proizvodi koji su izvedeni fermentacijom Zitarica, voca i povréa (sokova, brze hrane, rezanog voca)
i mesnih proizvoda (Sunke, slabine, kobasice) privlate pozornost znanstvene zajednice kao i
potroSaca (Gupta i Abu-Ghannam, 2012). Sir i proizvodi od sira, majoneza, proizvodi s masno¢ama
za namaze, kao i proizvodi od mesa, neki su od navedenih primjera probioticke hrane razvijene u
nedavnoj proSlosti. Probioticki organizmi su takoder komercijalno dostupni u mlijeku, kiselom
vrhnju, voénim sokovima, sladoledu, energetskim plo¢icama i proizvodima na osnovi zobi. Veéina
pripravaka kultura su komercijalno dostupne u visokoj koncentraciji i veéina njih je pripravljena
za izravnu primjenu (Kallasapathy, 2013), bilo za visoke koncentracije zamrznutih kultura ili u
obliku liofiliziranih praSaka. KoriStenje takvih koncentriranih kultura od strane proizvodaca hrane
je uobicajeno jer je vrlo teSko razmnozavati probioticke mikroorganizme na proizvodnoj lokaciji.
Zamrznute kulture sadrze vise od 10'° CFU / g, dok liofilizirane kulture sadrze vise od 10** CFU /
g (Tripathi i Giri, 2014). Okus i aromu prehrambenih proizvoda moguce je promijeniti dodatkom
probiotika zbog proizvodnje razliCitih metabolickih komponenti poput octene kiseline koju
proizvodi Bifidobacterium spp. tijekom fermentacije i tijekom perioda pohrane proizvoda.
Dodatkom probioticke kulture prehrambenom proizvodu ne smije se Stetno djelovati na kvalitetu
proizvoda ili na njegove senzorne karakteristike (Mohammadi i Mortzavian, 2011).

9
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Tablica 2. Popis najcesce koristenih Lactobacillus i Bifidobacterium vrsta u komercijalne svrhe

(Tripathi i Giri, 2014)

Proizvodac / Proizvod Vrsta

L. acidophilus LA1 / LA5
L.debrueckii ssp. bulgaricus

Chr. Hansen Lb12
L. paracasei CRL431
B. animalis ssp. lactis Bb12
L. acidophilus NCFMs
e L. acidophilus La

L. paracasei Lpc
B. lactis HOWARUTM / BI
L. acidophilus LAFTIs L10
B. lactis LAFTIs B94

DSM Food Specialties

L. paracasei LAFTIs L26
Nestle L. johnsonii Lal
) L. acidophilus SBT - 20621
Snow Brand Milk
B.longum SBT -29281
L. rhamnosus R0011
Institut Rosell ) .
L. acidophilus R0052
L. casei Shirota
Yakult )
B. breve soj Yaku
B. lactis HN019 (DR10)
Foneterra
L. rhamnosus HNOO1 (DR20)
) L. plantarum 299V
Probi AB
L. rhamnosus 271
L. casei Immunitas
Danone
B. animalis DN173010
L. rhamnosus LB21
Essum AB
Lactococcus lactis L1A
Biogaia

L. reuteri SD2112

Morinaga Milk Co.Ltd B. longum BB536

Laboratorij Lacteol L. acidophilus LB

Medipharm

L. paracasei L19

10
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2. CILJISTRAZIVANJA

Cilj specijalistickog rada je opisati razli¢ite tehnoloSke metode i ¢imbenike koji utjecu na stabilnost
i kakvocu probiotika. Glavna podrucja koja ¢e biti obradena su tehnologije suSenja, ukljucujuci
suSenje zamrzavanjem (liofilizacija) i suSenje rasprsivanjem, zastitna sredstva, stres, fazu rasta i

medija, uvjete cuvanja probiotika i rehidraciju.
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3. MATERIJAL | METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

Kao materijal za izradu specijalistickog rada obradena je dostupna literatura prema temi i predmetu
istrazivanja, autorima i Casopisu. Pretrazeni su op¢i i specijalizirani ¢lanci relevantni za
problematiku ovog specijalistickog rada, prouceni na analiti¢ki i kriticki na¢in s obzirom na
definiranje znanstvenog i / ili stru¢nog problema, istrazivanja postojec¢ih znanja o definiranom

problemu kao i oblikovanje radne hipoteze te odabir metoda za njeno ispitivanje.

3.1. Osnovni principi suvremenih tehnika izrade suhih oblika probiotika

3.1.1 Mikrokapsuliranje probiotickih bakterija

Danas je u svijetu velika potraznja za proizvodima na bazi probiotika koji se najc¢esce Koriste i
konzumiraju u obliku fermentiranih mlije¢nih proizvoda te kao dodaci prehrani (Champagne i
Fustier, 2007). Medutim, ucinkovitost probiotika ovisi o broju zivih bakterijskih stanica u
proizvodu buduci da probioti¢ke bakterije moraju zadrzati aktivnost tijekom skladiStenja, a nakon
oralne primjene prezivjeti prolazak kroz zZeludac i tanko crijevo gdje glavnu prepreku prezivljenju
¢ine Zelucana kiselina, prisutni enzimi i zu¢ne soli. Analize probioti¢kih proizvoda u razli€itim
zemljama diljem svijeta potvrdile su da broj zivih stanica probiotickih sojeva u fermentiranim
mlije¢nim proizvodima nije uvijek zadovoljavajuci (Shah, 2000; Lourens-Hattingh i Viljoen,
2001). Isto tako, probioticki proizvodi u obliku tableta, prasaka i sl. moraju sadrzavati to¢no
odredeni broj zivih stanica probiotickih mikroorganizama tijekom roka trajanja proizvoda. Dakle,
vazno je osigurati optimalne uvjete tijekom priprave i cuvanja probiotika (sastav hranjive podloge,
temperatura rasta, trajanje fermentacije, mijeSanje, homogenizacija itd.) radi mikrobioloSke

stabilnosti proizvoda.
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Dodatkom razli¢itih zastitnih tvari, uklapanjem u mikrokapsule tijekom zamrzavanja, susenja ili
¢uvanja, moze se bitno povecati broj zivih stanica po gramu pripravka (Anal i Singh, 2007,
Champagne i Fustier, 2007). Uspostavljanje fizicke barijere izmedu Zivih stanica probioti¢kih
mikroorganizama i nepovoljnih vanjskih uvjeta novi je koncept od sve vece vaznosti. Do sada su
se mikroorganizmi imobilizirali u svrhu njihove primjene s ciljem dobivanja razlicitih
biotehnoloskih proizvoda. Zadrzavanje stanica unutar matriksa olakSalo je separaciju stanica od
njezinih metabolita. Uklapanjem u mikrokapsule postize se stabilizacija stanica tj. poboljSava
njihova aktivnost i stabilnost tijekom proizvodnje, skladiStenja i koristenja. Postupak uklapanja u
mikrokapsule pridonosi i dodatnoj zastiti stanica laktobacila i bifidobakterija tijekom procesa
rehidracije i liofilizacije. Mikrokapsuliranje je proces oblikovanja zastitnog sloja oko neke zive ili
nezive materije koja je u potpunosti sadrzana unutar stijenke kapsule kao jezgra kapsuliranog
materijala, za razliku od imobilizacije gdje se imobilizirana materija moze nalaziti izvan ili unutar
matriksa. Do uklapanja u mikrokapsule moze do¢i i prirodnim putem i to tijekom rasta bakterijskih
stanica koje proizvode egzopolisaharide. Medutim, vecina bakterija mlijecne kiseline koje
sintetiziraju egzopolisaharide ne proizvode dovoljno egzopolisaharida za samostalno i potpuno
uklapanje vlastitih stanica materije u mikrokapsule (Shah, 2002). Mikrokapsula odvaja probioticke
vrste od okoliSa sve do njihovog oslobadanja. Njome se ujedno i zasti¢uje nestabilna materija od
njezinog okolisa ¢ime se poboljSava njezina stabilnost i aktivnost tijekom skladiStenja te
omoguc¢ava ravnomjerno i kontrolirano oslobadanje. Stijenka mikrokapsule se formira pomocu
sredstva za mikrokapsulaciju oko sirovine sadrzane u jezgri mikrokapsule, stiti jezgru te dozvoljava
prolaz manjim molekulama (Franjione i Vasishtha, 1995; Gibbs i sur., 1999). Kemijski sastav i
struktura stijenke obi¢no utjece na funkcionalna svojstva mikrokapsula (Hegenbart, 1993).

Od svih sredstava za mikrokapsuliranje, najcesce se koristi kalcijev alginat zbog jednostavnosti

primjene, netoksic¢nosti, biokompatibilnosti i niske cijene (Krasaekoopt i sur., 2004). Alginat je
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linearni heteropolisaharid D - manuronske i L - guluronske kiseline, ekstrahiran iz razli¢itih vrsta
algi. Funkcionalna svojstva alginata kao potpornog materijala u algama su izuzetno povezana sa
strukturom i sekvencijom L - guluronske i D - manuronske kiseline. Dvovalentni kationi poput
Ca?* vezu se na polimer L - guluronske kiseline u alginatu (Krasaekoopt i sur., 2003). Kapsule
mogu biti razli¢ite veli¢ine i varirajucih oblika (Franjione i Vasishtha, 1995). Mikrokapsula se
sastoji od semipermeabilne, sferi¢ne, tanke i Cvrste membranske stijenke. Za uklapanje u
mikrokapsule mogu se upotrijebiti i drugi ,food-grade* polimeri poput Kkitozana,
karboksimetilceluloze, karagenana, Zzelatine ili pektina (Anal i Singh, 2007). Uz primjenu
biopolimera, kao zastitno sredstvo mogu se dodati proteini sirutke buduc¢i da su biorazgradivi, a
mogu se primijeniti u razli¢itim tipovima namirnica. Rezultati in vivo studija dokazali su da proteini
sirutke dodani pri mikrokapsuliranju probioti¢kih stanica u alginatu poboljSavaju prezivljavanje
probiotickih sojeva u probavnom sustavu domacina.

Mikrokapsuliranje se moze provesti i pomoc¢u enzima transglutaminaze (Heidebach i sur., 2009).
Enzim transglutaminaza katalizira reakciju izmedu g-karboksiamidne skupine peptida ili proteina
vezanih glutaminskih ogranaka i primarnih amina. Kada transglutaminaza djeluje na proteinske
molekule one se medusobno povezuju i polimeriziraju preko e-(y-glutamil) lizin veze (Kuraishi i
Sakamoto, 1997). Membrana sluzi kao fizicki otpor oslobadanju stanica i minimalizira moguénost
kontaminacije. U kapsuliranom obliku probioticke bakterije su zasticene od djelovanja
bakteriofaga i nepovoljnih uvjeta kao Sto su npr. niska pH vrijednost Zeluca ili niska temperatura
(Krasaekoopt i sur., 2003). Sirovine u jezgri mikrokapsule oslobadaju se razli¢itim mehanizmima
kao npr. mehanickom rupturom stijenke kapsule, otapanjem stijenke, fuzijom stijenke i difuzijom
materijala (Franjione i Vasishtha, 1995).

Otapanje alginata uz odvajanje kalcijevih iona i oslobadanju stanica unutar humanog probavnog

sustava gdje je potrebno ciljano probioticko djelovanje, joS je jedna od prednosti mikrokapsuliranih
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probiotickih bakterija. Postupcima mikrokapsuliranja biti ¢e moguce dostaviti konzumentima
vijabilne sojeve probioti¢kih bakterija u velikom broju. Predvida se da ¢e mikrokapsuliranje moci
posluziti za zdruzenu inkapsulaciju prebiotickih supstrata i probiotickih bakterija u istim
mikrokapsulama kako bi se postigao pojacani sinbioticki u¢inak nakon oslobadanja u probavnom
sustavu (Kailasapathy, 2002). Postoji nekoliko razli¢itih tehnika uklapanja u mikrokapsule
obzirom na razne prilagodbe i specifi¢nosti, kao $to su vrsta mikrokapsule (veli¢ina i oblik),
kemijska i fizikalna svojstva spoja, vrsta pripravaka s kontroliranim oslobadanjem i naravno opseg
proizvodnje. Najvaznije koriStene tehnike su: emulgiranje, koacervacija, susenje rasprsivanjem,
hladenje rasprSivanjem. Unato¢ tome §to postoje razliCite tehnike, susenje rasprSivanjem se
najéesce koristi zbog niske cijene, raspolozive opreme i ucinkovitosti. U posljednjih nekoliko
godina se naj¢esc¢e primjenjuju hitin i kitozan te njihovi derivati, njih vise od 200.

Glavni razlozi za vec¢u primjenu takvih prirodnih sirovina su svojstva poput biokompatibilnosti i
biorazgradivosti (Aranaz i sur., 2009). Kitozan nudi Sirok raspon jedinstvenih primjena u
prehrambenoj industriji, ukljucujuéi i Cuvanje hrane od mikrobnog kvarenja te formiranje
biorazgradivih filmova i mikrokapsula. Kitozan-glukoza kompleks je razvijen kao konzervans za
razne formulacije hrane, uz svoja antioksidacijska svojstva i antimikrobno djelovanje.

Kitozan se takoder Siroko koristi u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji kao suvremeni nosa¢
lijekova, a moze se koristiti kao potpora za imobilizaciju enzima, te je posebno koriSten kao nosa¢

u procesima uklapanja u mikrokapsule za kontrolirano oslobadanje bioaktivnih spojeva.
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Kitozan

Hitin je po svojoj strukturi slican fibrinu; vrsta polimera u linearnom lancu i sastoji se od 1000 do
3000 N-monoacetil-glukoznih jedinica. Kitozan je deacetlirani hitin, tj. sirovina koja se dobiva
deacetilacijom hitina. Kitozan se moze smatrati netoksicnom i jeftinom sirovinom, a kako
posjeduje reaktivne amino-funkcionalne skupine ima potencijal za primjenu u razli¢itim
podrucjima. (Tablica 3). Molekularna tezina je klju¢na za definiranje viskoznosti kitozana. Stupanj
deacetilacije smatra se jednim od najvaznijih karakteristika kitozana. Neki su autori objavili
spoznaje da se smanjivanjem stupnja deacetilacije povecava stupanj biorazgradivosti. Jedna od
zasluznih za taj ucinak, a jedan od njih opisuje da prisutnost amino skupina u strukturi kitozana
odreduje elektrostatske sile izmedu njega i anionskih komponenti kao $to su masne i Zu¢ne kiseline.
lako su hitin i kitozan vrlo atraktivne makromolekule, one nisu topljive u vodi. Kitozan je topljiv
samo u kiselim otopinama zbog svoje kristalne strukture i stupnja deacetilacije, Sto relativno
ogranicava njegovu primjenu. S ciljem poboljSanja topljivosti kitozana, izradeni su razliciti derivati
kitozana. Kitozan ima jednu znacajnu prednost u odnosu na druge sirovine za izradu mikrokapsula,

a to je mogucnost da uspostavi kovalentne ili ionske veze sa sredstvima za umrezavanje.
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3.1.2 Liofilizacija probiotickih bakterija

Liofilizacija ili suSenje zamrzavanjem je postupak suSenja kojim se tekuc¢i dio materijala nakon
smrzavanja odvodi sublimacijom. Proces se sastoji od tri faze: smrzavanje, primarno suSenje
(sublimacija) i sekundarno susSenje (desorpcija vode). Liofilizacijom (engl. ,,freeze-drying™) se
izbjegava denaturacija uzrokovana zagrijavanjem proizvoda na nacin da ga se odrzava u
zamrznutom obliku tijekom postupka suSenja. Prednosti postupaka liofilizacije ukljucuju
smanjenje kontaminacije, minimalno oste¢enje i gubitak aktivnosti termolabilnih materijala, brzinu
i cjelovitost rehidracije, moguénost to¢nog i sterilnog doziranja konaénih proizvoda u spremnike
itd. Obzirom na veliku osjetljivost prema dehidraciji, kao i znacaj bakterija mlije¢ne kiseline
(BMK) u prehrambenoj industriji, liofilizacija je preporucljiva metoda suSenja ovih bakterija,
unato¢ dugom vremenu susenja, velikom utroSku energije i skupoj opremi koja liofilizaciju kao
metodu suSenja opravdava samo ako se proizvode pripravci velike vrijednosti i kvalitete.
Dehidracija se Cesto primjenjuje kao metoda stabilizacije probiotika za njihovo olakSano
skladiStenje, transport i kasniju primjenu. Liofilizacija je najraSirenija tehnika dehidracije
probiotika i mlije¢nih proizvoda. Uvjeti obrade povezani sa suSenjem zamrzavanjem blazZi su od
suSenja rasprSivanjem te je veca probioti¢ka stopa prezivljavanja (Wang i sur., 2004). To i Etzel
(1997) pokazali su da 60-70% stanica koje su prezivjele korak zamrzavanja mogu preZivjeti i korak
dehidracije (laconelli i sur., 2015). Tijekom zamrzavanja, formiranje izvanstani¢nog leda uzrokuje
povecéanje izvanstani¢éne osmolalnosti, stoga odmah nakon oblikovanja leda izvan stanica dolazi
do dehidracije tih istih stanica. Mikrokapsule L. acidophilus LA 2 prije i nakon suSenja
zamrzavanjem snimljene pomocu skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa prikazane su na slici 2.
Metode zamrzavanja stanica dijele se na sporo i brzo zamrzavanje. Kod sporog zamrzavanja proces

postupne dehidracije stanica i istodobnog formiranja leda na njihovoj povrSini moze dovesti do
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oSte¢enja samih stanica, dok se kod brzog zamrzavanja takva pojava moZze izbje¢i kao i
neravnomjerno sazimanje stanica (Fowler i Toner, 2005). Sto je veéi broj stanica, veée je osteéenje
membrane zbog formiranja izvanstani¢nih Kristala leda tijekom procesa zamrzavanja (Fonseca i
sur., 2000). Nadalje, veli¢ina stanica ima veliki utjecaj na preZivljavanje probiotika tijekom
liofilizacije, gdje su male sfericne stanice poput enterokoka rezistentnije na zamrzavanje i

liofilizaciju za razliku od velikih Stapicastih stanica laktobacila (Foneca i sur., 2000).

Slika 2. L. acidophilus LA 2 prije suSenja zamrzavanjem (a i b), nakon suSenja zamrzavanjem (c i

d) (Chen i Mustapha, 2012)
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Uklanjanje vezane vode iz bakterijskih stanica tijekom suSenja moze dovesti do osteéenja
povrsinskih proteina, stani¢ne stijenke i stanicne membrane. Vezana voda je vrlo vazna za
stabilizaciju strukturnog i funkcionalnog integriteta bioloskih makromolekula, pa uklanjanje vode
tijekom susenja vodi destabilizaciji strukturnog integriteta stanicnih komponenti i uzrokuje gubitak
odredenih funkcija. Predlozeno je da lipidni dio stani¢ne membrane bude primarno ciljno podrucje
za Stetu tijekom susenja, gdje moze do¢i do peroksidacije lipida (Tripathi i Giri, 2014). Osim toga
destabiliziraju se i sekundarne strukture RNA i DNA Sto rezultira smanjenom ucinkovito$¢u
replikacije DNA, transkripcije i translacije. Stoga, kako bi se postigli optimalni rezultati u suSenju
probiotika, mora se biti fokusiran na pristupe koji osiguravaju $to je moguée manja oStecenja
stani¢énih komponenti. Zbog toga se u svrhu postizanja optimalnih rezultata tijekom suSenja
probiotika, paznja mora dobro usmjeriti na minimalizaciju oSteCenja odredenih stani¢nih
komponenti.

Razliciti krioprotektori, odnosno lioprotektori se dodaju u suspenziju stanica prije provedbe samog
postupka liofilizacije kako bi se povecalo prezivljavanje probiotickih bakterija tijekom dehidracije.
Takvi protektori podrazumijevaju obrano mlijeko u prahu, proteine sirutke, trehalozu, glicerol,
betain, adonitol, saharozu, glukozu, laktozu i polimere poput dekstrana i polietilenglikola (Morgan
i sur., 2006). Akumulacijom kompatibilnih krioprotektora unutar stanica smanjuje se razlika u
osmotskom tlaku izmedu unutarstani¢nog 1 izvanstani¢nog prostora (Meng i sur., 2008).
Proizvodnja probiotika u praskastom obliku mora se izvoditi na nacin kojim ¢e se odrzati adekvatan
broj zivih stanica. Za industrijsku proizvodnju se zbog toga ¢esto primjenjuje tehnika liofilizacije,
iako se tijekom procesa Zive stanice probiotickih bakterija izlazu razli¢itim oblicima stresa poput
topline, hladnoce, osmotskog stresa, koncentracije kisika, $to vodi naruSavanju odredenih funkcija
stanica tijekom susSenja i skladistenja. Za optimalne odnosno povoljne rezultate, neophodno je

provesti pravilan odabir lioprotektora (Meng i sur., 2008).
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Za uspjesnu liofilizaciju od primarnog je znacaja posti¢i dobar vakuum, buduci da ukupan tlak
unutar uredaja mora biti nizi od tlaka pare na povrsini pripravka koji se liofilizira, a tlak para na
povrSini kondenzora mora biti nizi od tlaka para u unutrasnjosti liofilizatora. Uobicajeni vakuum
koji se primjenjuje za liofilizaciju je izmedu 50 i 100 mmHg. Pripravak koji se susi liofilizacijom
tijekom suSenja prolazi kroz dvije faze: fazu primarnog susenja i fazu sekundarnog susenja.
Primarno je sublimiranje (od -15 °C do -70 °C), tijekom kojeg se u pripravak dovodi toplina.
Smatra se da je primarno susenje zavrseno kad je u pripravku preostalo jos 6-8 % vode, jer tada u
njemu vise nema leda pa je i sublimacija okoncana. Primarnim se suSenjem iz pripravka izdvaja
tzv. slobodna voda. Sekundarno susenje je susenje iz "tekuceg” stanja i njime se nastoji ukloniti
tzv. vezana voda, jer je ona ¢imbenik koji moze sprijeciti uspjeSno ¢uvanje osusenog liofilizata,
osobito kod sobne temperature (Runji¢-Peri¢, 1996). Laktobacili dobro podnose zamrzavanje i
Cuvanje pri temperaturama do -20 °C i nize, dok slabije podnose susenje iz zamrznutog stanja i
suSenje rasprSivanjem. Sastav medija ima veliki utjecaj na stabilnost bakterijskih stanica tijekom
tih procesa, npr. prisutnost CaCO3 u mediju u koncentraciji od 0,1 % povecava prezivljavanje
stanica bakterijske kulture L. acidophilus tijekom zamrzavanja (-20 °C), ali ne i tijekom
liofilizacije. Dodatak 5 % glicerola u taj medij poveéava postotak prezivljavanja tijekom procesa
liofilizacije. Staab i Ely (1987) dobili su bolje rezultate pri liofilizaciji anaerobnih kultura
(Bifidobacterium i Peptostreptococcus) kada se koristio pepton s 12 % saharoze kao nosaé
bakterijskih stanica, a ne obrano mlijeko. U slucaju skladistenja bakterijskih kultura tijekom duljeg
vremenskog perioda i u nepovoljnim uvjetima provodi se uklapanje stanica u mikrokapsule

(Suskovié, 1996).
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3.1.3 Susenje rasprSivanjem

SuSenje rasprSivanjem oznacava tehniku rasprSivanja tekuceg supstrata (otopine, emulzije ili
suspenzije) u zagrijanome mediju za suSenje (npr. u zraku ili inertnom plinu), koja rezultira
uklanjanjem otapala i nastankom suhog proizvoda. Susenje rasprSivanjem sastoji se od tri osnovna
koraka:

a) rasprSivanja uz pomo¢ rasprsivaca

b) susenja u struji zagrijanog zraka ili inertnog plina

C) separacije osusenih ¢estica (Dirrigl, 2011).
U farmaceutskoj industriji suSenje rasprSivanjem primjenjuje se za izradu mikrocestica za razlicite
terapijske sustave kao Sto su parenteralni, nazalni, topikalni ili pulmonalni terapijski sustavi.
Mnoga istrazivanja pokazuju da se suSenje rasprSivanjem moze primijeniti za izradu suhih
emulzija, suSenje fosfolipida te izradu silikatnih gel mikrocestica. Veli¢ina mikrocéestica izravno je
odredena 1 obiljezjima rasprSivaca. Veli¢inu mikrocestica, osim promjera rasprsivaca, odreduju i
tlak rasprSivanja (ve¢i tlak — manje Cestice), koncentracija otopine za rasprSivanje (veca
koncentracija — veca viskoznost — vece kapljice / Cestice) ili poCetna zasi¢enost otopljenih tvari
(veca zasi¢enost — vece Cestice) (Durrigl, 2011). Shematski prikaz procesa suSenja rasprsivanjem
prikazan je naslici 3.
Komercijalna proizvodnja liofiliziranih probiotika je skupi proces s relativno niskim
prezivljavanjem tako da metoda suSenja rasprsivanjem nudi alternativno jeftiniji pristup uz vece
prezivljavanje u proizvodnji praSkastih oblika probiotika (Zamora i sur., 2006). Tijekom suSenja
rasprSivanjem bakterijske stanice su izloZene toplinskom stresu, osim ve¢ spomenutim stresovima

kod metode suSenja zamrzavanjem, izlaganja kisiku i osmotskom stresu (Teixeira i sur., 1997).
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Toplina Zrak
I

3 & 4

e
b
Raspriivac

Ciklon

Komora za susenje

Osuiene mikrokapsule

Otapalo

Slika 3. Shematski prikaz procesa susenja rasprsivanjem (Estevinho i sur., 2013)

Proces suSenja rasprSivanjem na stani¢noj membrani moze rezultirati pove¢anom propusnoscu
stanica i posljedi¢nim propusStanjem unutarstani¢nih komponenti iz stanice u okolinu (Teixeira i
sur., 1995a). Citoplazmatska membrana je medu najviSe osjetljivim mjestima u bakterijskim
stanicama na stres povezan sa susSenjem rasprSivanjem, dok su stani¢ne stijenke, kao i DNA i RNA
takoder pod utjecajem, Sto rezultira gubitkom metabolicke aktivnosti (Teixeira i sur., 1995b;
Teixeira i sur., 1997). Brojne studije pokazuju uspjesSne rezultate suSenja rasprSivanjem raznih
probiotika, a stopa prezivljavanja probiotickih kultura ovisi o razli¢itim ¢imbenicima kao $to su
izbor probiotickog soja, temperature 1 izbor sredstva za suSenje. KoriStenjem rifampicin otporne
vrste Lactobacillus paracasei NFBC 338, pokazalo se da je stopa preZivljavanja > 80% Sto je bilo
moguce posti¢i suSenjem rasprSivanjem U rekonstituiranom obranom mlijeku (RSM) pri

temperaturama 85-90 °C (Gardiner i sur., 2002), dok u sli¢énim uvjetima (80 °C) Ananta i Knorr
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(2003) objavljuju stopu prezivljavanja > 60% za L. rhamnosus GG. Pokazalo se da razlicite
bakterijske vrste variraju u odnosu na toleranciju prema uvjetima suSenja rasprSivanjem,
naglasavajuci vaznost izbora soja. Na primjer soj L. paracasei NFBC 338 prezivio je znatno bolje
nego L. salivarius UCC 118 u sli¢nim uvjetima suSenja rasprsivanjem (Gardiner i sur., 2000), Sto
se moze pripisati vecoj toplinskoj toleranciji soja L. paracasei NFBC 338 u odnosu na L. salivarius
UCC 118 (Gardiner i sur., 2000). Kada su usporedene tolerancija na temperaturu i kisik
Bifidobacterium vrsta tijekom susenja rasprSivanjem, utvrdeno je da se blisko srodne vrste najbolje
ponaSaju prilikom izlaganja visokim temperaturama i kisiku, osobito Bifidobacterium animalis
subsp. lactis koja je prezivjela susenje na 70 % ili vise u RSM (20 % m/V), pri temperaturi 85-90
°C (Simpson i sur., 2005). Temperatura je glavni parametar koji utje¢e na broj prezivjelih stanica
tijekom suSenja rasprSivanjem. Temperatura izravno utjece na dinamiku isparavanja otapala, §to u
konacnici odreduje brzinu povlacenja povrSine kapljice te snazno utjeCe na morfologiju
novonastalih mikro¢estica. Omjer ulazne i izlazne temperature vrlo je bitan parametar u
optimiranju iskoriStenja procesa susenja rasprsivanjem.

Naime, iskoriStenje procesa raste s poveéanjem temperature do odredene granice zbog boljeg
suSenja mikrocCestica (niZze ostatne vlage) i smanjenog zadrzavanja na stijenkama cilindra.
Maksimalno se iskoriStenje postize na onoj ulaznoj temperaturi koja ne prelazi stakliste smjese
polimera i lijeka koji se susi (Dirrigl, 2011). Kim i Bhowmik (1990) utvrdili su da je broj bakterija
Streptococcus salivarius subsp. thermophilus i L. debrueckii subsp. bulgaricus smanjen s
povecéanjem izlazne ili ulazne temperature zraka, a slicne rezultate objavili su Gardiner i suradnici
(2000) i za L. paracasei NFBC 338 i L. salivarius UCC 118. Prema tome, poboljSana vijabilnost
se moze posti¢i smanjivanjem izlazne temperature za vrijeme susenja rasprSivanjem, a 0sim
vijabilnosti probiotika, odrzava se i kvaliteta praskastih oblika, takoder pod utjecajem istih, pri

¢emu se prednost daje proizvodima sa sadrzajem vlage od 3,5% (Zayed i Ross, 2004).
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Kompetitivni procesi tijekom susSenja rasprsSivanjem
Uspjesno upravljanje formiranjem Cestica u procesu susenja rasprsivanjem ovisi o razumijevanju i
kontroli ovih kompetitivnih procesa unutar kapljice:

a) difuzije tvari,

b) povrsinske aktivnosti,

c) topljivosti.
Difuzija tvari pojavljuje se u otopinama s viSe otopljenih tvari kad njihove koncentracije nisu
jednake u svim dijelovima otopine. Tijekom suSenja mikrokapljice istodobno se dogadaju razliciti
difuzijski procesi, i to:

a) transport otapala prema povrsini mikrokapljice,

b) transport otopljenih tvari prema unutrasnjosti mikrokapljice.
Sila koja pokrece te difuzijske procese koncentracijski je gradijent nastao zbog isparavanja otapala
I koncentriranja otopljenih tvari na povrsini. Brzina difuzije otopljenih tvari ovisit ¢e o njihovoj
difuzivnosti i koncentracijskom gradijentu. Ako mikrokapljice sadrzavaju viSe otopljenih tvari,
unutar njih se moze dogoditi segregacija tvari ovisno o njihovim difuzijskim brzinama. Tako se na
povrsini mikrocestica mogu ocekivati one komponente koje imaju najnizu difuzivnost ili najnizu
topljivost. Segregacija komponenti unutar mikrocestica glavna je posljedica difuzijskih procesa.
Pojave segregacije u mikrocestici detaljno su istrazivane u preradi mlijeka tehnikom susSenja
rasprsivanjem, gdje je potvrdeno da najveée komponente (masnoce i proteini) dominiraju
povrsinom i slojevima bliskim povrs$ini mikrocestica osusenog mlijeka u odnosu prema, primjerice,
laktozi. Ako otopina za rasprsivanje sadrzava povrsinski aktivne tvari, one prevladavaju povrSinom
mikrokapljice nakon rasprSivanja zbog svoje sklonosti adsorpciji na granici tekuce i plinske faze

(Dfirrigl, 2011).
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Millgvist-Fureby i Smith (2007) pokazali su da nakon dodatka lecitina smjesi za suSenje on

dominira povr§inom osusene ¢estice (Dirrigl, 2011).

3.2. Sredstva za zaStitu pri procesima susenja

Razli¢ita sredstva za zaStitu dodaju se suspenziji stanica prije suSenja zamrzavanjem ili suSenja
rasprSivanjem kako bi se zadrzala stabilnost probiotika tijekom dehidracije, uklju¢uju¢i mlijeko u
prahu, proteine sirutke, trehalozu, glicerol, betain, adonitol, saharozu, glukozu, laktozu i polimere
kao Sto su dekstran i polietilen glikol (Morgan i sur., 2006). Dodaci hrani mogu biti protektivni
(imaju zastitnu funkciju), neutralni ili mogu biti Stetni na stabilnost probiotika, pri ¢emu
kompatibilnost probiotika s razli¢itim dodacima hrani igra kljuénu ulogu kod njihovog
prezivljavanja. Kompatibilni krioprotektori mogu se dodati u medij prije fermentacije kao pomo¢
u adaptaciji probiotika na okolis (Capela i sur., 2006), a kao rezultat toga smanjuje se osmotska
razlika u stanicama. Upotreba arapske gume u mediju tijekom suSenja rasprSivanjem ima za
posljedicu bolji opstanak probiotika soja L. paracasei NFBC 338, koji je 10 puta veci nego kod
kontrolne stanice (20% RSM) kada se uzgaja u smjesi RSM (10 % m/V) i arapske gume (10 %
m/V) prije suSenja rasprSivanjem pri temperaturi 100-105 °C (Desmond i sur., 2002).

RSM je vrlo pogodan medij za u¢inkovito suSenje rasprSivanjem probioti¢kih kultura (Ananta i
sur., 2005), a obrano mlijeko proteina moze sprije€iti oste¢enja stabiliziranjem membrane stanica.
Nadalje, on moZe oblikovati zastitni film na stani¢noj stijenki buduci da kalcij u mlijeku povecava
prezivljavanje nakon dehidracije. Corcoran i suradnici (2004) objavili su da uklju¢ivanjem
prebiotika polidekstroze i inulina u medij (RSM) nije poboljSana stabilnost tijekom suSenja
rasprSivanjem ili skladiStenje praskastih oblika. S druge strane, prezivljavanje L. helveticus u

vakuumu poboljsano je dodatkom 1% sorbitola (Santivarangkna i sur., 2006). Poznato je da
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ugljikohidrati imaju zastitni u¢inak na probioticke bakterije tijekom susenja zamrzavanjem, s
obzirom da takve kriozastitne tvari mogu podi¢i temperaturu u fazi tranzicije i zato zive stanice
mogu do¢i do staklaste faze bez nukleacije unutarstani¢nog leda (Fowler i Toner, 2005). Takoder
pokazalo se da je trehaloza u¢inkovito Kriozastitno sredstvo za vrijeme zamrzavanja i liofilizacije,
omogucuvajuci vece prezivljavanje L. acidophilus (Conrad i sur., 2000) s obzirom na izuzetno
visoku temperaturu staklastog prijelaza trehaloze i jakih ion-dipol interakcija i vodikovih veza
izmedu trehaloze 1 biomolekule. Usporedena su kriozastitna djelovanja niza disaharida na
prezivljenje L. rhamnosus GG tijekom liofilizacije i skladiStenja te je utvrdeno da su trehaloza,
trehaloza / laktoza i laktoza / maltoza najvise ucinkoviti disaharidi u procesima zamrzavanja i

liofilizacije (Conrad i sur., 2000).

3.3. Sredstva za zastitu pri pohrani

Aditivi koji se opcenito koriste u prehrambenoj industriji ukljucuju razliCite tipove Secera,
zasladivaca, soli, aroma (diacetil, acetaldehid i acetoin) te prirodnih ili umjetnih zasladivaca. Takvi
aditivi mogu znacajno utjecati na rast i vijabilnost probiotic¢kih bakterija koriStenih za fermentirane
I nefermentirane proizvode. Visoke razine izvjesnih sastojaka mogu inhibirati rast probiotika
tijekom njihove pohrane (Boylston i sur., 2004; Lee i Salminen, 2009). Sredstva za stvrdnjavanje
poput natrijevog nitrita koji se obi¢no dodaje mesnoj masi, predstavljaju izazov za probioti¢ke
bakterije u mesu (Kolozyn-Krajewskaa i Dolatowski, 2012). Razli¢iti promotori rasta poput
glukoze, vitamina, minerala, kazeina, hidrolizata proteina sirutke, ekstrakta kvasaca i
antioksidanata su dodani u mlije¢ne proizvode kako bi potaknuli stopu rasta probiotickih vrsta

(Lactobacillus i Bifidobacterium), kako je za ove vrste poznato da slabo rastu u mlijeku
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(Korbekandi i sur., 2011). Takvi dodaci imaju pozitivan u¢inak na prezivljavanje probiotickih
mikroorganizama tijekom pohrane (Mohammadi i sur., 2011).

Za izvjesne derivate proteina (koncentrat proteina sirutke, kiseli hidrolizat kazeina i triptona) je
utvrdeno kako poti¢u rast probiotika pruzajuéi stanicama hranjive tvari, snizenjem redoks
potencijala medija kao i povecanjem kapaciteta puferiranja medija koji rezultira u malom snizenju
pH vrijednosti (Mortazavian i sur., 2010). Vijabilnost L. acidophilus i Bifidobacterium je
poboljSano dodatkom L-cisteina, koncentrata proteina sirutke, kazeinskog hidrolizata i triptona.
Kazein i hidrolizati proteina sirutke su smanjili stopu rasta probiotickog L. acidophilus La 51i L.
rhamnosus Lr 35 u fermentiranom mlijeku tijekom etape proizvodnje, medutim prezivljavanje
takvih bakterija je bilo poboljSano nakon pohrane (Lucas i sur., 2004). Istrazivanja su takoder
pokazala kako prisutnost disaharida moze stabilizirati stanicnu membranu probitioka tijekom
pohrane (Carvalho i sur., 2002; Onneby i sur., 2013). Na primjer, sorbitol sprje¢ava oStecenje
membrane interakcijom s membranom pri ¢emu stabilizira funkcionalnost i strukturu proteina.
Linders i suradnici (1997) takoder su utvrdili kako je sorbitol najucinkovitije zastitno sredstvo kod
L. plantarum i L. rhamnosus tijekom pohrane, dok trehaloza nije imala zadovoljavajuéi zastitni
ucinak. Neki od ovih spojeva, poput fruktooligosaharida i galaktooligosaharida imaju pozitivan
uc¢inak na zadrzavanje vijabilnosti probiotika (osobito kod roda Bifidobacterium) u prehrambenim
proizvodima tijekom pohrane (Rycroft i sur., 2011). Matriksi ¢vrstih prehrambenih proizvoda
poput struktura gela u siru, podrzavaju stanice probiotika smanjenjem njihovog izlaganja Stetnim
¢imbenicima (Tripathi i Giri, 2014). Visoki udio masnoca, anaerobni okolis i kapacitet puferiranja
u siru pomaze zastiti probioticke stanice u proizvodu kao i tijekom prijenosa kroz probavni sustav
(Lee i Salminen, 2009). Povecanje kapaciteta puferiranja mlijeka ¢e dovesti do visoke vijabilnosti
probiotika u mlije¢nim fermentiranim proizvodima tijekom pohrane, zbog odrzavanja viSih pH

vrijednosti. Osim navedenog, suha tvar matriksa apsorbira atome vodika, Sto dovodi do
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koncentriranja nedisociranih organskih kiselina. Takav rezultat se ogleda u smanjenju

baktericidnog uc¢inka navedenih spojeva na probiotike (Heydari i sur., 2011; Korbekandi i sur.,

2011).

Tablica 3. NajcesS¢e koristena sredstva za mikrokapsuliranje u prehrambenoj i farmaceutskoj

industriji (Estevinho i sur., 2013)

Celuloza acetat ftalat .

Alginat .
)

Arapska guma .

Etilceluloza .

Zelatina o
[ ]

|
Maltodekstrin .

Siroka primjena u industriji

prirodna sirovina

jednostavan za rukovanje u laboratoriju
prikladna topljivost

niska viskoznost

glatki okus

prirodna sirovina

dobri rezultati u oblicima prilagodenog
oslobadanja lijekova

netoksican

razgradiv i biokompatibilan

ne uzrokuje alergijske reakcije
primjena u razli¢itim podrucjima
netopljiva u vodi

prirodna sirovina

jeftina, netoksi¢na i biorazgradiva

prirodna sirovina

niska viskoznost pri visokim
temperaturama
prirodna sirovina

jeftin, netoksican i biorazgradiv
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otapa se pri pH > 6

usporava apsorpciju lijekova
sintetski polimer

visoki troSkovi u industriji
porozna i propusna membrana
skupa

teSko dostupna

netopljiva u probavnom sustavu

topljiva u vodi

otapa se samo pri visokim
temperaturama (60-80 °C) do
koncentracije 2-5 %

viskoznost otopine je ve¢inom
prevelika za tehnike
mikrokapsuliranja
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3.4. Ovisnost uspjeSnosti suSenja o uvjetima uzgoja probiotickih bakterija

Vaznost fiziologije stanica za uspjeSno susenje probiotika pokazano je u brojnim studijama te u
tom smislu nekoliko ¢imbenika ima utjecaj na stabilnost probiotika tijekom dehidracije kao $to su

stres, faza rasta probioticke kulture prije dehidracije, sastav medija za rast i genetske modifikacije.

3.4.1 Primjena blagog stresa prije procesa dehidracije

Primjena subletalnog stresa, kako bi se poboljSao odgovor na stres prije procesa dehidracije,
pokazala se kao izvediv pristup, osiguravajuci visoku stabilnost bakterijske kulture i zadrzavanje
fizioloSke aktivnosti tijekom dehidracije (de Urraza i de Antoni, 1997). Dokazano je da bakterije
reagiraju na promjene u njihovoj neposrednoj okolini metaboli¢kim reprogramiranjem koji vodi do

pojacane rezistencije.

3.4.2 Utjecaj pH i sadrZaja kisika na rast probioti¢kih bakterija

Rast bakterijskih kultura odvija se tijekom cetiri razliCite faze, tj lag faza, log faza, stacionarna faza
I faza odumiranja. Poznato je da se reakcije bakterijskih kultura na stres razlikuju ovisno o fazi
rasta. Bakterije koje ulaze u stacionarnu fazu rasta razvijaju op¢u otpornost na stres te su stoga vise
otporne na razne vrste naprezanja (ukljucujuéi i naknadnu obradu i skladiStenje), nego bakterije u
log fazi, zbog nedostatka ugljika i iscrpljenosti, dostupnih izvora hrane koji dodatno izazivaju stres.
Stoga je za stabilnost kultura klju¢na stacionarna faza. Na primjer, objavljeno je da je stacionarna
faza stanice L. rhamnosus imala najvisu stopu oporavka nakon susenja (31-50 % prezivljavanja),

dok je pocetkom faze ekspenencijalnog rasta stanica bilo samo 14 %, dok u lag fazi stanice
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pokazuju najvisu osjetljivost i samo prezivljavanje je ispod 2 % u slicnim uvjetima susenja
(Corcoran i sur., 2004).

Medutim, u ranijim studijama na mlije¢no-kiselim bakterijama, u kasnoj eksponencijalnoj fazi ili
ranoj stacionarnoj fazi (Carvalho i sur., 2004), zabiljezene su sli¢ne faze rasta. S druge strane,
Saarela i suradnici (2004) su objavili da nisu opazene razlike izmedu zamrzavanja i susenja te
skladiStenja u stabilnosti B. animalis subsp. lactis stanica u kasnoj eksponencijalnoj fazi rasta (15
sati) ili ranoj stacionarnoj fazi (22 sata). Takoder pH medija rasta probioticke kulture utjece na
prezivljavanje tijekom susenja. Objavljeno je da je najveca vijabilnost (vise od 80 %) bila nakon
suSenja zamrzavanjem, kada su L. reuteri stanice rasle pri pH 5 i dobivenih nakon 2,5 sata u
stacionarnoj fazi (Palmfeldt-Hahn-Hagerdal, 2000).

Pored toga, stanice dobivene u nekontroliranim pH (4,5) uvjetima bile su otpornije na toplinski
stres, suSenje rasprSivanjem i skladiStenje u suhom stanju od onih kultura uz kontrolu pH (6,5)
(Silva i sur., 2005). Takva pojava moze biti povezana i s adaptacijom na kiseli medij Sto moze
promijeniti fiziolosSko stanje bakterijskih stanica, a Sto dovodi i do pojacane sinteze proteina te time
I poboljSanje otpornosti na susenje. Silva i suradnici (2005) potvrdili su da je veéi otpor L.
delbrueckii subsp. bulgaricus koja je rasla pod nekontroliranim pH u korelaciji s pojacanom
proizvodnjom proteina toplinskog Soka. Medutim, Linders i suradnici (1997) utvrdili su da je
kontrola pH tijekom rasta L. plantarum stanica rezultirala viSom aktivno$¢u nakon susenja (37 %
prezivjelih) u usporedbi s rastom bez kontrole pH (19 % prezivjelih).

Napitci poput voénih sokova s niskom pH vrijedno$éu predstavljaju znacajan izazov za probiotike.
Hood i Zottola (1988) nisu bili u moguénosti oporaviti stanice Lactobacillus acidophilus kulture
nakon izlaganja pH 2,0 tijekom 45 minuta, dok nije zabiljezeno znacajno smanjenje brojnosti
stanica izlozenih mediju pri pH 4,0 tijekom 2 sata. Goldin i suradnici (1992) su utvrdili sli¢ne

trendove prezivljavanja Lactobacillus rhamnosus GG u ljudskom zelu¢anom soku pri pH
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vrijednostima izmedu 1,0 1 7,0 (Tripathi i Giri, 2014). Optimalni opseg pH vrijednosti za rast
Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium se kreé¢e od 5,5 do 6,0, odnosno od 6,0 do 7,0 (De
Vuyst, 2000). Vrste roda Lactobacillus u mogucénosti su rasti i prezivljavati u fermentiranim
proizvodima pri pH vrijednostima izmedu 3,7 i 4,3 (Boylston i sur., 2004). Za vrste roda
Bifidobacterium je dokazano kako su manje tolerantne te su pH vrijednosti ispod 4,6 Stetne za
njihovo prezivljavanje (Dunne i sur., 2001; Lee i Salminen, 2009). Tolerantnost na kiselinu
Bifidobacterium vrsta ovisi 0 koristenom soju vrste i karakteristikama supstrata. Na primjer, B.
longum najbolje prezivljava u prisutnosti kiselina i Zuénih soli, dok B. lactis najbolje prezivljava u
fermentiranom mlijeku (Korbekandi i sur., 2011). Sheenan i suradnici (2007) primijetili su znatne
razlike prilikom otpornosti na kiseline Lactobacillus i Bifidobacterium vrsta jednom kada su bili
dodani sokovima od narance, ananasa i brusnice. Svi sojevi su bolje prezivjeli u soku od narance i
soku od ananasa u usporedbi sa sokom od brusnice. Izmedu razliéitih sojeva, L. casei, L. rhamnosus
I L. Paracasei prezivjeli su tijekom najmanje 12 tjedana u soku od narance i ananasa pri pH
razinama iznad 6,0 (Tripathi i Giri, 2014). Snizenje pH vrijednosti fermentiranih mesnih proizvoda
takoder predstavlja izazov za prezivljavanje probiotika. Snizenje pH vrijednosti od 5,6 do 4,9
nakon fermentacije utjeCe na prezivljavanje probiotika (sojevi L. rhamnosus GG i E 97800) u
fermentiranoj kobasici (Erkkila i sur., 2001). Nekoliko istrazivanja je indiciralo kako je vijabilnost
stanica u fermentiranim mesnim proizvodima ovisna o koristenom soju (Kolozyn-Krajewskaa i
Dolatowski, 2012). Ranije navedeni rezultati indiciraju kako je upravo izbor soja kljuc¢an za razvoj
probioticke hrane. Sadrzaj kisika i redoks potencijal su medu najvaznijim ¢imbenicima koji utjecu
na vijabilnost probiotika osobito tijekom perioda pohrane (Lee i Salminen, 2009). Molekularni
kisik je Stetan za prezivljavanje i rast probiotika jer je vecina vrsta anaerobna (De Vuyst, 2000;
Holzapfel i sur., 2001). Kisik utjece na probiotike na tri razli¢ita nacina: (i) izravno je toksi¢an na

neke od stanica; (i1) izvjesne kulture proizvode toksi¢ni peroksid u prisutnosti kisika i (iii) slobodni
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radikali koji su proizvedeni oksidacijom komponenti (npr. masnoca) su toksicni za probioticke

stanice (Korbekandi i sur., 2011).

Razina kisika unutar pakiranja proizvoda tijekom pohrane probiotickh proizvoda trebala bi biti Sto
je moguée niza kako bi se izbjeglo otrovanje i smrt mikroorganizama odnosno, gubitak
funkcionalnosti proizvoda. Stupanj osjetljivosti probiotika na kisik znatno odstupa izmedu
razlicitih vrsta i sojeva probiotika (Talwakar 1 Kailasapathy, 2003; Talwakar i Kailasapathy, 2004).
Bifidobakterije su daleko osjetljivije na oste¢enje izazvanim kisikom nego L. acidophilus zbog
njihove anaerobne prirode. B. lactis je vrsta koja je umjereno tolerantna na kisik iz roda
Bifidobacterium, a koja je izolirana iz fermentiranog mlijeka. Meile i suradnici (1997) potvrdili su
ovaj neobic¢an fenomen ovog soja prilikom ispitivanja osjetljivosti na kisik (Tripathi i Giri, 2014).
Opcenito, laktobacili su tolerantniji na kisik nego bifidobakterije do mjere kada razina kisika vise
nije znacCajna za prezivljavanje Lactobacillus vrsta. Pored sadrzaja odredene koli¢ine kisika u
proizvodu, kisik takoder prodire kroz pakiranje i dolazi u kontakt s proizvodom. Ovim se zna¢ajno

smanjuje vijabilnost L. acidophilus i Bifidobacterium u fermentiranim mlije¢nim proizvodima.

Dave i Shah (1997) su utvrdili kako bifidobakterija prezivljava i tijekom perioda od 35 dana u
jogurtu, bez obzira na sadrzaj kisika i redoks potencijal jogurta. Cak je i primije¢en polagani porast
otopljenog kisika u jogurtu, dok je brojnost bifidobakterija ostala iznad preporucene razine od 10°
CFU / g, tijekom roka trajanja jogurta, dok je za L. acidophilus utvrdeno kako je brojnost stanica
pala ispod 10® CFU / g, nakon tre¢eg tjedna od vremena pohrane. Razgradni produkti lipidne
peroksidacije pokazuju ostecenje DNA u modeliranom sustavu i bakterijama. Stoga, kako bi
minimalizirali oksidaciju 1 maksimalizirali probioticku vijabilnost tijekom pohrane, prisutnost
antioksidansa u kombinaciji s pohranom u uvjetima vakuuma s kontroliranom aktivnoS$¢u vode

trebalo bi se pokazati u¢inkovitim rjeSenjem (Teixeira i sur., 1995b). Primijenjene su razliCite
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metode kako bi se smanjio sadrzaj kisika tijekom pakiranja i pohrane probiotickih proizvoda.
Navedeno ukljucuje vakuum pakiranje, koristenje materijala za pakiranje s niskom propusnosti za
kisik, dodavanje antioksidansa i tvari za uklanjanje kisika, kao i kontroliranjem proizvodnog
procesa na takav nacin, kako bi minimalna koli¢ina otopljenog kisika uSla u proizvod (Korbekandi
i sur., 2011; Talwalkar i sur., 2004). Antioksidanse poput katehina moguce je koristiti kako bi
ograni¢ili negativan ucinak izlaganja kisika na bakterije tijekom njihovog rasta i pohrane u

proizvodima (Gauderau i sur., 2013).

Autori su izmjerili u¢inak razlicitih koncentracija (+) katehina, epigalokatehina galata iz zelenog
Caja 1 ekstrakte zelenog caja (GTE) na rast probiotickih sojeva koji su pokazivali razli¢itu
senzitivnost na kisik. Dobiveni rezultati su pokazali kako obogacivanje medija s katehinom nije
stimuliralo rast dvaju sojeva bifidobakterija. Ipak, rast L. helveticus je bio znatno poboljSan u
skladu s aerobnim uvjetima, obogacéivanjem medija s GTE. Sli¢ni rezultati su dobiveni dodatkom
vitamina E u stabilizacijski matriks, kao antioksidansa koji je poboljSao stabilnost L. casei CRL

431 tijekom vremena pohrane od 21 tjedna pri 25 °C (Nag i Das, 2013).

3.4.3 Mediji za uzgoj

Sastav medija za rast jedan je od bitnijih ¢imbenika za stabilnost probiotickih kultura tijekom
suSenja, i u tom pogledu dokazana je vaznost prisutnosti ugljikohidrata; na primjer, rast L.
delbrueckii subsp. bulgaricus u prisutnosti kriozastitnih sredstava poput secera (laktoza, sukroza i
trehaloza) ili glicerola (Tripathi i Giri, 2014). Prezivljavanje L. sakei poboljsano je kada su stanice
uzgojene u prisutnosti saharoze (Ferreira i sur., 2005).

Tymczyszyn i suradnici (2007) izvijestili su razlike u utjecaju laktoze, saharoze i trehaloze u

oporavku L. Delbrueckii subsp. bulgaricus u fazi suSenja u slucaju uzgoja pri razli¢itim
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aktivnostima vode. Pokazalo se da se bakterijske stanice prilagodavaju niskim vrijednostima
aktivnosti vode. Drugi Seceri, kao §to su fruktoza i sorbitol takoder su pokazali bolju zastitu od
glukoze, standardnog ugljikohidrata za rast (Carvalho i sur., 2004). Studije su pokazale da
metaboliti, kao $to su manitol, sorbitol i glutamat koji u vecini slucajeva ostaju unutar stanice mogu

biti odgovorni za odredenu stabilnost i prezivljavanje.

3.5. Rehidracija

Rehidracija suhih probiotickih kultura je kriti¢ni korak za ozivljavanje stanica nakon dehidracije.
Postupak u vodi moze se podijeliti u Cetiri koraka: vlaZenje, uranjanje, dispergiranje i otapanje
(Tripathi i Giri, 2014). Rehidracija u smislu osmolarnosti, pH i izvora energije, kao i uvjeta u smislu
temperature i volumena moze znacajno utjecati na stopu prezivljenja (Carvalho i sur., 2004b). Za
optimalne rezultate, preporucuje se da se stanice suse u stacionarnoj fazi rasta te da se koristi spori
postupak rehidracije (Teixeira i sur., 1995a). Poirier i suradnici (1999) su pretpostavili da je
povecéan oporavak stanica Saccharomyces cerevisie postignut kada se stanice suse polagano (7-16
dana) u kontroliranim uvjetima (Tripathi i Giri, 2014). Istrazivanja su pokazala da rehidracija
medija takoder moZe utjecati na stabilnost probiotika. Na primjer u medijima kao $to je 10 % (m/V)
i RSM PTM medij (1,5 %, m/V, pepton), 1 % (m/V) i 0,5 % triptona (m/V), mesni ekstrakt, kao i
10 % (m/V) otopina saharoze, dobije se znacajno bolja stabilnost bakterijskih stanica nego u

medijima kao $to je fosfatni pufer, natrijev glutamat i voda (Tripathi i Giri, 2014).
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3.6. Pakiranje proizvoda

Razli¢ite vrsta pakiranja poput tipa i debljine materijala za pakiranje, propusnosti za plinove (Kisik,
uglji¢ni dioksid i vodena para) i svjetlosti koja prodire kroz materijal, tehnologije pakiranja
(vakuumsko pakiranje, modificirano pakiranje, aktivni / inteligentni sustavi pakiranja proizvoda)
mogu utjecati na prezivljavanje probiotika (Korbekandi i sur., 2011).

Temperatura i relativna vlaznost uvjeta okoline mogu utjecati na permeabilnost plinova kroz
pakirni materijal i stoga utjecati na vijabilnost (Cruz i sur., 2007). Veéina mlije¢nih probiotika su
pohranjeni i prodaju se na trziStu u plastiénom pakiranju koje dopusta visoku propusnost za kisik,
ali to predstavlja ozbiljan problem za rast i prezivljavanje probiotika.

Vijabilnost L. acidophilus u jogurtu koji je pakiran u staklene ¢aSice kao i ¢aSice proizvedene od
polietilena visoke gustoce (HDPE) istrazivali su Dave i Shah (1997). Razina otopljenog kisika se
znacajno povecala kod HDPE pakiranja, dok su stakleni spremnici zadrzali vijabilnost probiotika
pri niskoj razini kisika tijekom 35 dana od pohrane. O kvaliteti staklenih boca za potrebu
odrzavanja vijabilnosti probiotka takoder su izvijestili Jayamanne i Adams (2004). Autori su
koristili posude od gline, plasti¢ne i staklene boce kako bi fermentirali i pohranili mlijeko bizona
te su utvrdili kako je najviSe bifidobakterija prezivjelo u staklenim bocama, nakon ¢ega su slijedile
plasti¢ne boce i posude od gline pri 29 °C. Razlika u vijabilnosti je pripisana permeabilnosti
pakiranja koje je omogucilo difuziju kisika unutar posuda. Ipak, suprotno od ocekivanog, brojnost
bakterija nije proporcionalno odstupala sa stupnjem kristali¢nosti pakirnog materijala (Janson i
sur., 2002). Miller i suradnici (2002; 2003) Koristili su razli¢ite laminirane polimerne materijale s
izrazenim znacajkama sprjecavanja prodora plinova i kisika uz film ugraden u pakirni materijal
koji je sluzio vezivanju kisika za potrebu pohrane probiotickog jogurta. Utvrdene su znacajne

razlike vrijednosti otopljenog kisika tijekom perioda pohrane istrazivanih materijala. Razina kisika

35



Specijalisticki rad Nikolina Bicani¢, dipl.ing.

u polistirenskim posudama se povecala od 20 do 40 ppm, dok se razina kisika u laminiranim
posudama snizila na 10 ppm nakon 42 dana pohrane u hladnjaku. Najbolji uvjeti za omogucavanje
prikladnih anaerobnih uvjeta okoliSa (pri manje od 1 ppm kisika) za rast vijabilnih kultura
probiotika dobivena je kada je jogurt bio pakiran u posudu s dodanim / integriranim materijalom
za zadrzavanje kisika uz dodatak agensa koji veze kisik (Miller i sur., 2003; Talwalkar i sur., 2004).
Rezultati jasno pokazuju vaznost kao i potencijal koristenja kisika za pakiranje probioti¢ke hrane.
Hisiao i suradnici (2004) i Wang i suradnici (2004) istrazivali su u¢inak materijala za pakiranje sa
apsorbentom za kisik kao i temperaturu pohrane proizvoda i utjecaj na vijabilnost bifidobakterija
uklopljenih u mikrokapsule (Tripathi i Giri, 2014).

Autori su evaluirali uzorke napunjene u poliesterske boce bez kisika, staklene boce i laminirane
vrecice tijekom pohrane pri 4 1 25 °C. Brojnost vijabilnih organizama se poboljsala nakon dodatka
apsorbenta za kisik i tijekom pohrane pri 25 °C. Ipak, najbolji rezultati su dobiveni kod proizvoda
pakiranog u staklene boce i pohranjenog pri 4 °C, sa snizenjem od svega 0,15-0,20 CFU / g nakon
42 dana pohrane. Kudelka (2005) je analizirao uc¢inak tipa pakiranja na kiselost probiotickog
jogurta tijekom 21 dana pohrane u hladnjaku. Uzorci jogurta su pasterizirani i naknadno napunjeni
u plasticne (polipropilenske, polistirenske i polietilenske) boce kao 1 u staklene boce. Jogurt koji je
bio pohranjen u polistirensko pakiranje pokazao je najnize vrijednosti kiselosti u usporedbi s
drugim tipovima pakiranja, evaluiranim tijekom perioda pohrane (Tripathi i Giri, 2014).

Cruz i suradnici (2013) evaluirali su stabilnost probiotickog jogurta kojem je dodana glukozna
oksidaza i koji je bio pakiran u razliCite plasti¢ne sustave za pakiranje s razli¢itim stopama prijenosa
kisika (0,09-0,75 ml kisika / dan).

Plasti¢ne posude s nizom stopom permeabilnosti za kisik pokazale su nizi sadrzaj otopljenog kisika

1 visoku brojnost probioti¢kih bakterija tijekom perioda pohrane u hladnjaku. Pored navedenog,
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uzorci su pokazali visok postotak naknadnog zakiseljavanja i stvaranje organskih kiselina. Vrlo
niska permeabilnost staklenih boca favorizira prezivljavanje probiotickih kultura.

Ipak, zbog visokih troskova proizvodnje stakla, pored opasnosti pri rukovanju staklenim bocama,
proizvodaci preferiraju pakirati probioticke fermentirane proizvode u plasti¢na pakiranja.

U ovom smislu, pozeljni su alternativni pristupi, poput vakuum pakiranja, dodataka tvari za
apsorpciju kisika, primjene aktivnog pakiranja s materijalom koji onemogucava pristup kisiku $to

je potrebno sagledati kao potencijalne primjene za pakiranje probioti¢kih proizvoda.

3.7. Skladistenje

Uvjeti skladiStenja tj. temperatura skladiStenja, relativna vlaznost, sadrzaj kisika te izlaganje svjetlu
imaju znacajne utjecaje na stabilnost i prezivljavanje suhih praSkastih oblika probiotika, a
optimalni uvjeti skladiStenja su neophodni za odrZavanje njihove stabilnosti. Stabilnost
probiotickih bakterija tijekom skladiStenja suhih praSkastih oblika obrnuto je povezana s
temperaturom skladiStenja. Bruno i Shah (2003) pokazali su da je 18 °C optimalna temperatura za
dugotrajnu pohranu liofiliziranih probiotika kako bi se povecala odrzivost bifidobakterija, dok je
20 °C neprikladna temperatura ¢uvanja. Nadalje, Simpson i suradnici (2005) izvijestili su da je
doSlo do znacajnog smanjenja stabilnosti rodova Bifidobacterium kada su suSene u obranom
mlijeku i cuvane pri 15 °C i 25 °C. Vijabilnost probioti¢kih bakterija tijekom pohrane je u obrnutom
odnosu prema temperaturi u uvjetma pohrane proizvoda (Gardiner i sur., 2000).

Proizvode probioticke hrane trebalo bi pohraniti pri 4-5 °C (Mortazavian i sur., 2007). Najveca
vijabilnost primije¢ena je kod L. acidophilus La - 5 u jogurtu tijekom 20 dana pri temperaturi
pohrane 2 °C, dok je za Bifidobacterium lactis Bb-12, optimalna temperatura pohrane 8 °C

(Mortazavian i sur., 2007a; Mortazavian i sur., 2007b). Navedeno je pripisano niskoj rezistentnosti
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stanica bifidobakterija pri temperaturi hladenja u hladnjaku (Korbekandi i sur., 2011). Ipak, u
slu¢aju dugoro¢no pohranjenih probiotika koji su osuseni liofilizacijom, Bruno i Shah (2003)
preporucuju znatno nize temperature (-18 °C) koje maksimaliziraju vijabilnost Bifidobacterium
vrsta. Pohrana pri 20 °C rezultirala je zna¢ajnim smanjenjem broja vijabilnih bakterija ove vrste u
suhom praskastom obliku. Sli¢ne rezultate postigli su Simpson i suradnici (2005) tijekom pohrane
Bifidobacterium vrsta pri 15 °C i 25 °C, a koje su osusSene suSenjem rasprsivanjem. Smanjenje
vijabilnosti probiotika kod proizvoda koji sadrze Secer tijekom pohrane pri visokim temperaturama
i / ili relativnoj vlaznosti zraka jest u vezi s njihovom prijelaznom temperaturom (Tripathi i Giri,
2014). Sadrzaj vlage kljucan je ¢imbenik koji utjece na stabilnost i rok valjanosti zivih bakterija.
Sadrzaj vlage kod probioti¢kih proizvoda jest drugi ¢imbenik koji utjeCe na stabilnost zivih
bakterija tijekom preporucenog vremena uporabe proizvoda. Pohrana u prisustvu kisika i vlage
Stetna je za prezivljavanje bakterija (Onneby i sur., 2013). Koli¢ina vode koja preostaje nakon
susenja (ostatna vlaga) ne utjece samo na vijabilnost probioticke bakterije i njezine karakteristike
odmah nakon procesa, ve¢ i na stopu gubitka vijabilnosti tijekom ponovnog pohranjivanja.
Optimalna koli¢ina ostatne vlage za pohranu L. salivarius subsp. salivarius nakon suSenja
zamrzavanjem u rasponu je od 2,8 % do 5,6 % (Zayed i Roos, 2004). Weinbreck i suradnici (2010)
izvijestili su da je aktivnost vode od 0,7 rezultirala smanjenjem za 10 ciklusa vijabilne brojnosti L.
rhamnosus GG nakon 2 tjedna pohrane. Hoobin i suradnici (2013) pokazali su kako su
karakteristike primanja vlage i molekularna mobilnost sastava matriksa u suprotnosti relativnoj
vlazi u okolisu i bolje su odrednice probioti¢ke vijabilnosti tijekom pohrane. Smanjenje stabilnosti

tijekom skladiStenja odnosi se na oksidaciju membranskih lipida (Teixeira i sur., 1996).
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4. RASPRAVA

Probiotici su definirani kao jedna ili viSe zivih stanica mikroorganizama koji primijenjeni u ljudi
I zivotinja djeluju korisno na domacina pobolj$avajuci svojstva autohtone crijevne mikroflore
(Suskovi¢, 2001). Danasnja populacija svjesna je vaZznosti ispravne prehrane pa postoji veliki
interes primjene probiotika kao funkcionalnih dodataka hrani, osobito u fermentiranim

mlije¢nim proizvodima (Capela i sur., 2006; Suskovié, 2009).

Mogucénost biotehnoloSke proizvodnje i primjene probiotika kao zivih lijekova u sredistu su

znanstvenih istrazivanja. No, da bi polucili Zeljene pozitivne ucinke na zdravlje, probioticki

pripravci moraju sadrzavati Zive mikrobne stanice u koncentracijama viSim od 106po gramu
proizvoda (Shah, 2007). Liofilizacija je jedna od najpogodnijih metoda izrade suhih praskastih
oblika probiotika za industrijsku primjenu kroz duzi vremenski period. Medutim, prezivljavanje
probiotika tijekom procesa liofilizacije razlikuje se ovisno o bakterijskoj vrsti zbog razlicitih
fizikalno-kemijskih karateristika povrsSine bakterijskih stanica (Capela i sur., 2006). Kako bi
se poboljSalo prezivljavanje probiotika, tijekom liofilizacije se primjenjuju razliciti

lioprotektori, medu kojima najcesce glicerol.

Mnogi znanstveni radovi opisuju ucinkovitost metoda uklapanja u mikrokapsule te povecanje
stabilnosti i stupnja prezivljavanja tijekom proizvodnje, c¢uvanja i primjene probiotika pri
stresnim uvjetima tijekom procesiranja hrane, no i nakon oralne primjene, tijekom prolaska
kroz probavni sustav (Capela i sur., 2006; Gbassi i sur., 2009). Radi o¢uvanja dugoro¢ne
stabilnosti i funkcionalnosti probiotika, biotehnoloska industrija koristi razli¢ite postupke susenja

koji ukljucuju prelazak mikroorganizama iz tekuceg u ¢vrsto agregatno stanje. Nekoliko je radova
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pokazalo da pravilno osuseni mikroorganizmi ostaju odrzivi tijekom dugotrajnog skladistenja pri

sobnoj temperaturi (Zayed i Roos, 2004).

Rezultati prikazani u brojnim radovima potvrduju da procesi susenja utjecu na integritet stanica i
na stani¢ne membrane. Visoki gubitak kultiviranja uvijek odgovara visokom porastu propusnosti
stanica. To potvrduje ulogu integriteta membrane u bakterijskoj kultiviranosti i veliku korelaciju

izmedu ova dva markera odrzivosti.

Susenje rasprsivanjem je relativno jeftina tehnologija, brza i ponovljiva u usporedbi s drugim
tehnikama uklapanja u mikrokapsule. Proces je fleksibilan, nudi znatne varijacije u matrici, moze
se prilagoditi i proizvodi Cestice dobre kvalitete. U jednom od objavljenih radova istrazivao se
utjecaj tri standardna procesa susenja (susenje liofilima, suSenje zrakom i susenje rasprsivanjem)
na svojstva stanica triju bakterijskih vrsta (Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium bifidum i
Lactobacillus zeae) (Ebel i sur., 2011; Kechaou i sur., 2013). Bakterijski soj ¢ija je kultiviranost
najmanje bila pod utjecajem je L. plantarum (izmedu 0 i 1 log CFU / ml). Pokazalo se da je vrsta
Bifidobacterium osjetljivija na proces susenja zrakom Kkoji je izazvao pad broja kolonija na 2,0
log CFU / ml, za razliku od susenja zamrzavanjem i umjerenih gubitaka od 1,0 i 0,5 log CFU /
kolonija na 1,5 log CFU / ml. Utvrdeno je da je proces susenja zrakom izazvao veliko smanjenje
enzimske aktivnosti svih bakterija (do manje od 25 % osnovne enzimatske razine aktivnosti), ¢ak
i kada je uoCen nizak gubitak kultiviranja (za L. plantarum). Medutim, razina aktivnosti esteraze
izmjerena nakon suSenja zamrzavanjem i suSenja rasprSivanjem bila je ve¢a u korelaciji s
rezultatima za bakterijsku kultiviranost. Proces suSenja zamrzavanjem izazvao je najvece

zakasnjenje u oporavku rasta, dok je suSenje rasprsivanjem uzrokovalo najkrace kaSnjenje.
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Utjecaj suSenja zrakom ovisio je o bakterijskom soju. Susenje zrakom uzrokovalo je najvece

kasnjenje u oporavku rasta L. zeae, dok je kasnjenje krace za B. bifidum i L. plantarum.

Rezultati samo potvrduju da procesi susenja utjeCu na integritet stanica i na stanicne membrane.
Kolic¢ina energije potrebna za uklanjanje vode je vrlo sli¢na u sve tri tehnike suSenja. Medutim,
vrijeme potrebno za uklanjanje vode poprili¢no varira. Snaga koja se koristi tijekom suSenja
rasprSivanjem je najmanje 10 000 puta veca od one tijekom suSenja zamrzavanjem (istu energiju
se rasprsuje u nekoliko sekundi u usporedbi s nekoliko sati procesa). To bi moglo objasniti zasto
susenje zamrzavanjem obi¢no proizvodi bolje stope prezivljavanja stanica. Doista, proces susenja
zamrzavanjem, bez zaStitnih sredstava, dao je najbolje rezultate za enzimatsku aktivnost i
integritet stanica za sve tri bakterije. Proces suSenja zrakom ima najveéi ucinak na sve markere

odrzivosti (bakterijski integritet, enzimatsku aktivnost i obradivost) u sve tri bakterije.

Medutim, ¢ini se da proces susenja zrakom ima manji utjecaj na oporavak rasta bakterija u
usporedbi sa suSenjem zamrzavanjem, a udio prezivjelih bakterija je u stanju odrzati visoku stopu
rasta. Visoki utjecaj susenja zamrzavanjem na oporavak rasta bakterija moze se objasniti razlikom

u stresu u usporedbi sa suSenjem zrakom i susenjem rasprsivanjem.

Nasuprot tome, susenje zrakom i susenje rasprSivanjem ukljucuju osmotski i oksidativni stres.
Takoder su se istrazivali u¢inci susenja bez zastitnih sredstava na in vitro bakterijsku fiziologiju
i na probioticku funkcionalnost. Utvrdeno je da razli¢iti procesi suSenja snazno utjeCu na
probioticku odrzivost i funkcionalnost. U¢inci dehidracijskih tretmana na funkcionalnost stanica
nisu izravno povezani s prezivljavanjem stanice, a svaki bakterijski soj ima specificnu osjetljivost
na svaku od stabilizacijskih metoda. Takoder je otkriveno da postupci susenja mogu pozitivno ili

negativno mijenjati svojstva bakterija.
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Susenje zamrzavanjem dalo je najbolju metodu oCuvanja bakterijske kultivacije, hidrofobnosti i
enzimske aktivnosti, ali je uzrokovalo znacajno kasnjenje rasta.
SuSenje zrakom imalo je slican utjecaj na bakterijsku funkcionalnost, ali je uzrokovalo vece

pogorsanje razli¢itih markera stani¢ne odrzivosti.
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5. ZAKLJUCAK

Fermentirani i nefermentirani mlije¢ni proizvodi obogaéeni probiotickim bakterijama su se razvili
u uspjesnu kategoriju funkcionalne hrane, te je u tom smislu izuzetno bitna stabilnost i dostupnost
suhih oblika probiotika za njihovu raSirenu primjenu. Metode proizvodnje suhih probiotickih
oblika trebaju biti takve da odrzavaju i osiguravaju stabilnost te odgovarajuci broj bakterija nakon
proizvodnje. Metode suSenja zamrzavanjem i suSenja rasprSivanjem mogu se Koristiti za
proizvodnju suhih praskastih oblika probiotika u velikim koli¢inama, ali ti procesi rezultiraju
izlaganjem zivih probiotickih bakterija razli¢itim stresovima, kao §to su toplina, hladnoéa, kisik 1
osmotski stres, Sto moze dovesti do smanjene funkcionalnosti te gubitka stabilnosti tijekom suSenja
1 skladiStenja. Za najbolje rezultate vazno je uzeti u obzir niz ¢imbenika, ukljucujuéi i odabir
probiotickog soja, stanje kulture, koriStenje zastitnih sredstava i aktivnost vode. Uklapanje u
mikrokapsule eksponencijalno je povecano tijekom posljednja dva desetljeca, kao i broj objavljenih
publikacija povezanih s tehnikama susenja. Vjeruje se da ¢e Se znacajni iskoraci u ovom podrucju
nastaviti s porastom broja novih industrijskih procesa te prevladavanjem svih industrijskih
ogranicenja i ispunjavanjem zahtjeva. Buduci da se potrosnja probiotickih proizvoda povezuje s
pozitivnim uc¢incima, buduca klinicka ispitivanja trebala bi dati jos bolji uvid u ulogu imobiliziranih
probiotickih mikroorganizama u svrhu promicanja ljudskog zdravlja. U meduvremenu,
farmaceutska i prehrambena industrija trebale bi prevladati teskoc¢e uklapanja u mikrokapsule i

iznaéi nacine iskoriStavanja prednosti suvremenih tehnologija suSenja.
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KRATICE

BMK Bakterije mlijecne kiseline
CFU Broj koloniziranih bakterija /ml
DNA Deoksiribonukleinska kiselina
GTE Ekstrakt zelenog Caja

HDPE Polietilen visoke gustoce

LAB Laktobacili

NADH Nikotinamid adenin dinukleotid
PTM Pepton, tripton, mesni ekstrakt
RNA Ribonukleinska kiselina

RSM Rekonstituirano obrano mlijeko
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