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Primjena fluorescentne mikroskopije u mljekarskoj znanosti
(Application of Fluorescence Microscopy in Dairy Science)
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Revijalni prikaz — Review
Prispjelo: 15. 4. 1987.

Poznavanje kemijskog i1 strukturnog sastava mlijeénih proizvoda veoma
je vaZno jer moze pomoéi poboljSanju proizvodnih tokova i/ili kakvoée pro-
izvoda. ViSe je analiti¢kih metoda koje se koriste za istrazivanje kemijskih
i strukturnih aspekata mlijeénih proizvoda.

Fluorescentna mikroskopija jedna je od rijetkih koja mozZe dati infor-
maciju o oba aspekta istovremeno, i za kratko vrijeme. Sastojci mlijeénih
proizvoda (proteini, mast, mikroorganizmi itd.) mogu postati vidljivi uza-
jamnim djelovanjem male koli¢ine uzoraka sa specifiécnim fluorescentnim
bojama ili reagensima. Kod pripreme uzoraka hrane za fluorescentnu mikro-
skopiju postupci su relativno jednostavni i brzi. Prednost tih tako priprem-
Ijenih uzoraka je u tome $to se mogu istrazivati i uz pomoé¢ drugih metoda
opti¢ke mikroskopije, kao §to je svjetlosni i polarizacioni mikroskop, pri éemu
ne treba mijenjati postupak pripreme.

Fluorescentna mikroskopija koristi se za prouéavanje strukturnog odnosa
izmedu proteina i masti u siru (King, 1958; Mulder i sur. 1966: Shim-
min, 1982), Sli¢ne tehnike primijenjene su za otkrivanje strukture razdiobe
i ostalih sastojaka kao $to su kristali soli, bakterije iz startera i plijesni na
povrSini kod sireva proizvedenih upotrebom razli¢itih postupaka zrenja (Y
i u, 1985). Usprkos jednostavnosti, specifi¢nosti, fleksibilnosti i analitickom
kapacitetu fluorescentne mikroskopije (Y i u, 1985), obavijesti o toj metodi
u mljekarskom istraZivanju ograniene su i nisu skupljene na jednom mjestu.

Ovaj kratak pregled Zeli ukazati, predotenjem nekoliko primjera pri-
mjene fluorescentne mikroskopije za istrazivanja u mljekarstvu, moguénosti
te metode kao uspjesne analiti¢ke metode.

Principi fluorescentne mikroskopije

Mnogi sastojci, koji se zovu »fluorofori«, fluoresciraju tako da apsorbi-
raju svjetlosnu energiju kratkog vala, a emitiraju energiju, kac svjetlo, duljeg
vala. Fluorescencija se moZe inducirati i kod nekih bioloskih tvari, kao §to
su protein i mast, uz pomoé¢ fluorescentnih tvari i boja koje se zovu »fluoro-
hromi«. Fluorescentna mikroskopija je analiti¢ka tehnika koja otkriva razdje-
ljenje fluorofora i fluorohroma prisutnih u materijalu koji se proudava u
mikroskopskom mjerilu.

Pri primjeni fluoroscentne mikroskopije vaZan instrument je standardni
mikroskop (svjetlosni), modificiran tako da uzorci budu pobudeni svjetlom
podesne valne duzZine, pa se promatra fluorescentno emitiranje uzoraka. Svi
izvori svjetlosti emitiraju Sirok raspon valnih duzina ukljuéujuéi kratke UV
i plavo zracenje, koja su vaZna za fluorescentnu mikroskopiju.

Samo je nekoliko izvora svjetlosti prikladnih za fluorescentnu iluminaciju.
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Najjednostavniji izvor je visokotladna lampa sa Zivinom parom, kao $to
je Osram HBO 100 ili HBO 200. Filter za svjetlo (filter za pobudivanje) upo-
trebljava se za izdvajanje svih valova svjetla osim specifi¢nih valova za pobu-
divanje. Smjesten je izmedu izvora svjetlosti i uzorka. Drugi filter upotreb-
ljava se samo za prijenos svjetlosnih valova koje emitiraju fluorescentni sa-
stojei. Taj filter je smjesten izmedu uzorka i okulara mikroskopa. Izvor svjetla
moze biti postavljen tako da osvjetljava uzorak ili preko propustenog svjetla
ili preko obi¢nog svjetla (epi-iluminacija). Taj drugi sistem, koji koristi dihro-
itiéno zrcalo za prijenos svjetla, proizvodi bolji intenzitet fluorescencije od
prvog sistema i ne ovisi o debljini uzoraka.

Uz to, pesebni fluorescentni objektivi, kao planahromatski i drugi tipovi
objektiva s velikim brojem ctvora, upoirebljavaju se kao dodaci za poboljsa-
nje osjetljivosti kod mikroskopiranja.

Priprema uzoraka

Za fluorescentnu mikroskopiju koriste se razmjerno je;_d‘hostavni i brzi
postupci pripreme uzoraka. Kako je ve¢ navedeno, na isti naéin pripremljeni
uzorei mogu se testirati i primjenom drugih optiékih mikroskopskih metoda,
kao $to su svjetlosni i polarizacioni mikroskop.

Metode za pripremu mlijeka i mlijeka u prahu fluorescentnu mikroskopiju
prvi puta je opisao King (1955). Najjednostavniji postupak pripreme sastoji
se od rufnog postavljanja mlije¢nog proizvoda koji se istraZuje na stakalce
za brzo istraZivanje. Za detaljnije istraZivanje i postizanje bolje razdvojnc
moc¢i uzorci se urone u glikol-metakrilat smolu (Y i u, 1985). U nekim slu-
C¢ajevima, kao kod istraZivanja distribucije masnih globula u siru, vrlo je
korisno smrznuti uzorke. Postupak smrzavanja uzoraka traje vrlo kratko
vrijeme, tek nekoliko minuta (Mulder i sur. 1966; de Jong, 1978; Yiu,
1985). Prethodno oblikovana debljina uzoraka moZe se smrznuti uz pomoé
krio-mikrotoma pri temperaturi od —20°C do —30°C. Prije mikroskopskog
pregleda uzorci se otope.

Uzorei namijenjeni da se urone u glikol-metaklorat smolu moraju se fiksi-
rati da se izbjegnu strukturne promjene u toku postupka pripreme. Uzorci
koji se istrazuju na stakalcu ili kao smrznuti ne moraju se fiksirati.

Za fiksiranje uzoraka naje$ée se upotrebljavaju aldehidi, kao npr. for-
maldehid i glutaraldehid, i to u obliku razrijedene vodene otopine. Fiksacija
moze trajati nekoliko minuta, ali i nekoliko sati, $to ovisi o prirodi uzoraka.
Kompaktni uzorci, kao 3to su npr. zreli sirevi, zahtijevaju vie vremena za
fiksaciju, nego uzorak kao 5to je npr. jogurt.

Poznato je da glutaraldehid inducira nespecifiénu fluorescenciju u nekim
tvarima, kao npr. u proteinu. Ovaj podatak treba uzeti u obzir kada se istra-
zuju uzorci koji sadrze takve tvari, a fiksirani su glutaraldehidom i istrazeni
fluorescentnom mikroskopijom.

Bojenje
Samo neki sastojei mlijeénih proizvoda su fluorofori i oni prirodno flu-

oresciraju (autofluorescencija). Mlije¢ni sastojeci najceS¢e reagiraju sa speci-
fienim bojama, koje se obi¢no upotrebljavaju u obliku vodenih otopina.
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Vec¢ina metoda za bojenje uzoraka jednostavna je i moZe se provesti u
razmjerno kratkom vremenu. Osncvno je da se pripremljeni dio uzoraka po-
stavi na stakalce i prekrije otopinom reagensa odabrane boje, te ostavi stajati
1—2 minute pri sobnoj temperaturi. Uzorak se potom ispere vodom i susi
na zraku. Na obojeni uzorak &esto se stavlja nefluorescentna uljna imerzija
ili se voda prekrije pokrovnim stakalcem. Tako se eliminira nespecifitna flu-
orescencija.

Izbor reagensa za bojenje (boje) za fluorescentnu mikroskopiju ovisi o
kemijskoj preradi sastojaka koji se istraZuje. Na primjer, Acridine Orange
(0,61, do 0,1%0-tna otopina) upotrebljava se za studiranje proteinskih matrica
u razli¢itim mlijeénim proizvodima (Mulder i sur. 1966; de Jong, 1978;
Shimmin, 1982). To je kationska boja koja ima metahromatsko svojstvo,
Sto znaédi da fluorescira u razliéitim bojama od zelene do crvene, a $to ovisi
o stupnju vezanja izmedu boje i proteinske strukture. Y iu (1985) je koristila
Acridine Orange kao boju za otkrivanje strukturnih i kemijskih promjena u
proteinskoj métrici u toku povrSinskog zrenja sira camemberta.

Phosphine (0,1%0) je podesan za istraZivanje masnih globula u mlijeku i
mlijeku u prahu (King, 1955), u mlijeénom koagulumu (King, 1958) i
siru (Shimmin, 1982). Druga boja podesna za istraZivanje masti je Nile
Blue (0,1%). To je kationska (bazna) plava boja koja u vodenoj otopini spon-
tano oksidira i stvara oksido-sastojke (poznate i kao Nile Red). Nile Red je
crvena boja, a daje Zutu fluorescenciju s maksimum apsorpcije pri oko 500
nm. Ima specifi¢an afinitet za neutralne lipide (Fowler i Greenspan,
1985), a upotrebljava se za izradunavanje razlika u distribuciji masnih glo-
bula u sirevima s razli¢itim zrenjem (Y iu, 1985).

Ostale boje, kao Sto je Acriflavine HCl i Calcofluor White, takoder se
upotrebljavaju za fluorescentnu mikroskopiju pri studiranju mlijeénih pro-
izvoda (Y iu, 1985). Medutim, prethodno navedene tri boje, posebno Acridine
Orange, su boje koje su najprikladnije za ta istraZivanja.

Primjeri za primjenu fluorescentne mikroskopije u istraZivanjima mlijeka
i mlijeénih proizvoda

Fluorescentna mikroskopija upotrebljava se za istraZivanje prisutnosti
i distribucije prirodnih sastojaka mlijeka i mlijeénih proizvoda kao S§to su
masne globule (King, 1955), kristali soli (Y iu, 1985), razli¢iti mikroorga-
nizmi (Yiu, 1985, Kalab i Palo, 1987) i razli¢iti dodaci kao §to su
skrob, emulgirajuée tvari itd. MoZe se upotrijebiti i za aktiviranje razliditih
kemijskih i fizikalnih promjena kao $to su emulgiranje masti, otapanje soli
za topljenje i oblikovanje kristala u topljenom siru, ili za rast plijesni na
povrdini mekih sireva s plijesnima te za penetraciju fungalnih hifa u grus.

U nastavku rada dato je nekoliko primjera fluorescentne mikroskopije u
istrazivanjima u mljekarskoj preradi.

1. Analize teksture jogurta i sira

Jougurt ju proizvod koji se dobiva koagulacijom kazeinskih micela djelo-
miéno evaporiranog mlijeika. Koagulaciju uzrokuju bakterije mlijeéno-kiselog
vrcnja Leclobeceillus bulgericus 1 Streptococcus thermophilus koji se u mlijeku
razvijaju u simnbiotskim odnosima.
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LEGENDA SLIKA — LEGENDS TO FIGURES

Slika 1: Prirodni jogurt. Dio u glycol-methacrylate obojen Acridine Orange bojom
prikazuje prisutnost bakterija (strelice) u proteinskom matriksu.

Fig. 1: Natural yoghurt. A seciion in glycol-methacrylate stained with Acridine
Orange demonstrates the presence of bacteria (arrows) in the prolein matrix.

Slika 2: Jogurt s 2%, Skroba koji sluZi kao vezivna tvar. S8krob pokazuje zelenu flu-
orescenciju u proteinskom matriksu koji fluorescira oranz bojom.

Fig. 2: Yoghurt with 2%, starch used as a thickening agent. Starch shows green
fluorescence in the protein matrix fluorescing in orange colour.

Slika 3: Prirodni sir (Mozzarella) obojen Acridine Orange bojom, prikazuje prisut-
nost kristala (kalcijum fosfata, strelice) blizu veza granula grusa.

Fig. 3: Natural (Mozzarella) cheese, stained with Acridine Orange demonstrates the
presence of crystalline inclusions (calcium phosphate, arrows) near curd gra-
nule junctions (*).

Slika 4: Dio sirne smjese s 20% pretopljenog sira na pocetku procesa nakon zagrija-
vanja do 71 °C. Bojenje Acridine Orange bojom otkriva razliku izmedu svjeze
topljenog sira (tamno zelena boja) i pretoplienog sira (svijetlo zeleno po-
drucéje). Crna podrudja su mast, a narancasti dijelovi su bakterije mlijeéno-
-kiselog vrenja.

Fig. 4: A section of a cheese blend containing 20°% rework at the beginning of pro-
cessing after heating to 71°C. Staining with Acridine Orange reveals the
difference between freshly processed cheese (dark green area) and rework
l(Jlight green area). Black areas are fat and orange spots are lactic acid

acteria.

Slika 5: Topljeni Gruyere obojen Acridine Orange bojom; otkriva se prisutnost kri-
stala soli za topljenje (strelice).

Fig. 5: Processed Gruyere cheese stained with Acridine Orange reveals the presence
of crystalline melting salts (arrows).

Slika 6: Razdioba masti u siru Camembert blizu povriine sira vidi se bojenjem Nile
Blue A bojom. Masne globule pokazuju Zutu fluorescenciju, tamniju dublje
ispod povriine sira. Nema masti u zreloj zoni (R), blizu povrSiine sira.

Fig. 6: Fat distribution in Camemberi cheese near its surface is demonstrated by
staining with Nile Blue A. I'at globules exhibit yellow fluorescence deeper
below the cheese surface. No fal is present in the ripe zone (R) near the
surface.

Slika 7: Razlike izmedu zrelih (R) i manje zrelih (L) zona sira Camembert vide sec
bojenjem Acridine Orange bojom.

Fig. 7: Differences between the ripened (R) and less-ripened (L) zones in Camembert
cheese are revealed in sections stained for protein with Acridine Orange.

Slika 8: Povrsinska plijesan Penicillium camemberti na Camembert siri pokazuje
oranz-fluorescentna obojenost kad se oboji Acridine Orange bojom.

Fig. 8: Surface mould of Penicillium camemberti on Camembert cheese exhibits
orange fluorescence when stained with Acridine Orange.
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Foroznost proteinskcg matriksa kazeina ovisi o koncentraciji proteina 1
moze se promatrati fluorescentnom mikroskopijom. Za proizvodnju jogurta,
za poboljsanje teksture, ¢eslo se upotrebljavaju razli¢ita sredstva za vezivanje
kao 3to se karagenan, rarlidile gume ili $krob. Formacija proteinskog matriksa
i njegova gustoca u prirodnom jogurtu vide se na slici 1. Za bojenje uzoraka
uzeta je 0,1%0-tna otopina boje Acridine Orange. Mikroskopska snimka jogurta
proizvedenog uz dodalak Skroba kao sredstva za vezivanje prikazana je na
slici 2.

U siru je (slika 3) proteinski matriks znatno gus¢i nego u jogurtu. U ma-
triksu je mast rasprSena u obliku pojedinaé&nih globula ili njihovih agregata
razli¢itih veliéina. Granule gru$a medusobno su vezane u podruéjima gdje se
medusobno fuzioniraju. Svojstveno je za ta podruéja da imaju niZu koncen-
traciju masti od unutragnjeg dijela granule (Kalab, 1986).

Medulim, pestojanje (pojavljivanje) bakterija mlijeéno-kiselog vrenja ée-
S¢e je na vezama izmedu granula nego na drugim mjestima u siru (Rammel,
1960).

Topljeni sir proizvodi se ilopljenjem jednog ili viSe razli¢itih sireva uz
dodatak soli za lopljenje i ostalih dodataka (Carié i sur, 1985). Tekstura
konaé¢nog proizvoda ovisi o sastavu smjese odabranih sireva, o soli za emulgi-
ranje i v temperaturi zagrijavanja, te o vremenu zagrijavanja. Pretjerano vi-
soko i produZeno zagrijavanje utjefe na konatni proizvod, pa se dobije tvrdi
sir, §to zahtijeva ponovno pretapanje. U nekim sluéajevima ponovno pretop-
ljeni sir zadovoljavajuée utjete na svojstva topljenog sira za ¢&iju se pro-
izvodnju moze koristiti (Kalab i sur. 1987). Jednostavnom metodom fluore-
scentne mikroskopije, koriste¢i Acidrine Orange kao boju, otkrivaju se ke-
mijske i strukturne razlike izmedu pretopljenog i izvornog sastava sira (slika
4). MoZe se uoéiti i da se pretopljeni sir brzo rasporeduje u svjezu sirnu smjesu
u toku pocetne faze topljenja. Razvoj osmiofilnih podruéja, kao dijela ke-
mijskih promjena u visoko zagrijanom siru, uoene su elektronskim mikro-
skopom (Kalab i sur. 1987).

2. Oblikovanje i raspodjela kristala soli u tvrdom i topljenom siru

Netopivi kristali soli, kao $to je kalcijum fosfat, oblikuju se kao rezultat
zrenja kod nekih sireva (Brooker i sur. 1975; Brooker, 1987), a i kod
proizvodnje topljenog sira (Cari¢ i sur. 1985).

Medutim, tipovi kristala soli, kao $to su citrati i fosfati upotrebljavaju
se kao emulgirajuée tvari u proizvodnji topljenog sira. Obje vrste soli mogu
se lako vidjeti uz pomoé svjetlosti i fluorescentne mikroskopije. Okrugle ili
izduzene strukture koje se pojavljuju u polariziranom svjetlu, i tako pokazuju
kristaliziranje, obojeni su crno uz pomoé Van Kossa metode ili crveno, Alizarin
Red metodom (Yiu, 1985) i ukazuju na prisutnost soli kalcija i fosfata. Te
strukture otkrivene su (slika 3) bojenjem dijelova Mozzarella sira Acridine
Orange bojom. Veéina kristala nalazi se blizu vezova izmedu granula. Za uspo-
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redbu, soli za topljenje koje se upotrebljavaju kao emulgirajuée tvari u pro-
cesu proizvodnje topljenog sira, topive su i ne sadrze kalcij. Slika 5 prikazuje
komercijalni topljeni Gruyere koji sadrzi visoku koncentraciju kristala soli za
{opljenje, a proizvoda¢ ih deklarira kao natrijev citrat. Neotopljene soli za
topljenje ne sudjeluju u popravljanju emulgirajuéih svojstava proteina sira
i pove¢ana koncentracija takvih kristala u siru nije poZeljna.

Fluorescentna mikroskopija moZe se koristit za brzo istraZivanje pro-
1zvoda u toku procesa proizvodnje i tako moZe pomoé¢i u kontroli kakvoce
proizvoda.

3. Strukturne i kemijske promjene u Camembert siru u toku zrenja

Camembert je meki sir s povr§inskim zrenjem. Bijela plijesan, Penicillium
camemberti, gusto se razvija na povrsini sira, tako da njene hife prodiru u
unutrasdnjost grusa i djeluju na sir uzrokujuéi proteolizu i lipolizu.

istrazivanja uzoraka uz pomoé¢ fluorescentne mikroskopije s povr§ine sira
1 neposredno ispod povrSine sira Camemberta, pripremljenih u obliku smrznu-
tih sekcija ukazala su na kemijske i strukturne razlike nastale djelovanjem
plijesni na sir. Dijelovi sira obojeni su Nile Blue A bojom (slika 6) i Acridine
Orange bojom (slika 7 i 8).

Vidljivo je da je dio sira neposredno ispod povrSine sasvim zreo. Taj je
dio bez ikakvih prepoznatljivih struktura masnih globula, dok dio sira koji je
zreo u manjem stupnju, a nalazi se dalje od povrSine sira sadrzi uklopljene
globule masti (slika 6). Isti dijelovi sira, obojeni Acridine Orange bojom, po-
kazuju da je zreli dio sira sastavljen od vrlo gustog proteinskog matriksa koji
pokazuje oranz-fluorescenciju. Proteinski matriks u manje zrelom dijelu sira.
medutim, pokazuje zelenu fluorescenciju (slika 7). Te razlike u florescenciji
ukazuju na razlike u sposobnosti proteina da vezu boje, a to pokazuje da su
nastale kemijske i strukturne promjene kao rezultat zrenja. Te promjene
mogu biti indikator stupnja zrenja za sireve s plijesnima kap $to je Camem-
nert. Obilan razvoj hifa P. camemberti na povrSini sira i prodiranje hifa unu-
tar gornjeg dijela proteinskog matriksa prikazani su na slici 8.

Zakljuéak

Kemijske i strukturne analize sastava mlijeénih proizvoda mogu se isto-
vremeno obaviti primjenom fluorescentne mikroskopije. Ta je tehnika raz-
mjernc jednostavna i brza, a postupak nije skup. Skupa je samo oprema koja
se koristi: fluorescentni mikroskop i kriomikrotom (za pripremu smrznutih di-
jelova), koji i nije neophodan. Na analiticke moguénosti fluorescentne mikro-
skopije utjefu i moguénost i specifiénost nekih boja koje se preporuc¢uju. Ta
se tehnika pokazala vrlo korisnom za mljekarska znanstvena istrazivanja. Ona
moZe pomoéi poboljSanju kakvoce proizvoda i efikasnosti proizvodnje.

Autor zahvaljuje dr. Miloslavu Kalabu na korisnim sugestijama. Prikaz
747 Food Research Centre.
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