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PRIMENA TEHNIKA ELEKTRONSKE
MIKROSKOPIJE U PROUCAVANJU

SIREVA

uvoD

Mikroskopija i ostale tehnike sli-
kanjem su, kao jedinstveni analitiCki
metodi iz kojih proizilaze rezultati u
formi slike, najpodesnije tehnike za
ocenu strukture namirnica. Mikrosko-
pija se koristi kao vazan alat za ra-
zumevanje veza koje doprinose uspo-
stavljanju odgovarajucih fizi¢ko-hemij-
skih stanja, kao i teksturalnih svojsta-
va namirnica, kao Sto su: procesi koa-
gulacije, pracenje efekata pojedinih
procesa koji se primenjuju u preradi
hrane (npr. toplotna denaturacija pro-
teina), posmatranje uljne faze posle
zagrevanja i rastezanja sireva pare-
nog testa i sl. U pojedinim slucajevi-
ma, tehnike mikroskopije mogu biti ko-
ris¢ene i za pracenje procesa koji do-
vode do pojave posebnih struktura
(pene, emulzije, disperzije, ekskrudata
i vlakana) (Kalab, Allan-Wojtas, Miller
1995).

Mikroskopija je nasla Siroku prime-
nu u prou¢avanju i analiziranju struk-
ture sireva, ¢ime se dobija jasnija slika
u pogledu elemenata koji sacinjavaju
njihovu strukturu, dobijaju se informa-
cije o stvarnom izgledu tih elemenata i
njihovoj medusobnoj povezanosti, kao
i mogucnost da se posmatraju prome-
ne mikrostrukture sirnog testa tokom
zrenja (Claverie, Casanove 1998,
Everett, Auty 2008, Kalab et al. 1995,
Guinee et al. 1995, Pudja 1992). U
tom smislu, mikroskopija ima jako veli-
ku vaznost pri kreiranju tehnoloskih
postupaka, u cilju dobijanja kvalitetni-
jih i u tehnolo8kom i senzornom smis-

U ovom radu izloZzene su najos-
novnije informacije o konstrukciji i na-
¢inu rada Ccetiri tipa elektronskih mik-
roskopa (skenirajuéeg, krio-skeniraju-
¢eg, transmisionog i envajronmental

skeniraju¢eg elektronskog mikrosko-
pa), kao i konfokalno lasersko skeni-
rajuéeg mikroskopa (predstavnika
svetlosne mikroskopije), zatim pet ti-
pova mikroskopa koji se trenutno naj-
vise koriste za analizu namirnica
mle¢nog porekla. Prikazane su razlike
izmedu pojedinih tipova mikroskopije,
ukazano je na prednosti i nedostatke
u pogledu ispitivanja namirnica razlici-
tog porekla. Prikazane su metode pri-
preme bioloskih uzoraka, uopsteno za
sve vidove elektronske mikroskopije,
kao i metode pripreme uzoraka sireva
za pojedine tipove mikroskopije.

TIPOVI ELEKTRONSKIH
MIKROSKOPA

Podela elektronske mikroskopije
(EM) izvrSena je na dva glavna tipa -
transmisioni  elektronski mikroskop
(TEM) i skenirajuéi elektronski mikro-
skop (SEM). Medutim, kombinova-
njem ove dve tehnike medusobno,
kao i kombinovanjem sa nekim drugim
tehnikama, realizovano je viSe tipova
EM, tako da je klasifikacija tehnika na
odredene kategorije EM prilicno teska.
Pored ova dva glavna tipa EM, opi-
sani su jo$ neki tipovi mikroskopa koji
imaju veci znacaj u ispitivanju namir-
nica:

Skenirajuéi elektronski mikroskop

SEM je tip elektronskog mikrosko-
pa koji ispituje, odnosno slika povrsinu
uzorka skenirajuéi je sa visokoener-
getskim snopom elektrona (www.en.
wikipedia.org/wiki/Scanning_electron_
microscope). Elektroni intereaguju sa
atomima koji sacinjavaju uzorak, pro-
izvodedi signal koji sadrzi informaciju
o topografiji povrsine uzorka, kompo-
ziciji i drugim osobinama, kao $to je
elektricna provodnost.
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Prouc¢avanje evolucije mikrostruk-
ture primenom skeniraju¢e elektron-
ske mikroskopije vr§i se domenskom
analizom, kao i analizom mikrostruk-
turnih konstituenata poput oblika i
srednje veli¢ine zrna, pora, kao i nji-
hovog medusobnog rasporeda (Ziv-
kovi¢ i sar. 1999, lveti¢ i sar. 2008,
Pavlovi¢ i sar. 2007a). Kvantitativha
analiza raspodele veli¢ina zrna uzora-
ka moze se obaviti koriS¢enjem line-
arne metode merenja odsecaka koje
pravi testna linija sa granicama zrna,
kao i primenom specijalnih metoda za
automatsku mikrostrukturnu analizu
(Pavlovi¢ i sar. 2006, Miti¢ i sar.
2004). Kod ove vrste analiza, da bi se
izbeglo nagomilavanje negativnog na-
elektrisanja na povrsini uzorka, a koje
skretanjem primarnih i emitovanih
elektrona moze dovesti do gubljenja
slike, povrSina uzoraka se prekriva
tankim slojem zlata debljine 30-40 nm
(Pavlovi¢ i sar. 2001).

Uporedo sa  mikrostrukturnom
analizom, primenom energijske dis-
perzione spektrometrije (EDS anali-
za), moze se vrsiti i kvalitativna anali-
za pojedinih faza, prisutnih u mikro-
strukturi (Miti¢ i sar. 2008, Pavlovic¢ i
sar. 2007b). Za ovu vrstu ispitivanja
koristi se EDS sistem koji je povezan
sa elektronskim mikroskopom i kom-
pjuterizovanim multikanalnim analiza-
torom (MCA). Ovakav tip analizatora
omogucéava analizu u oblasti x zra-
¢enja od 0,5 do 20 keV sa 10 V po
kanalu.

SEM funkcionise tako Sto elek-
tronski top stvara elektronski snop koji
prolazi kroz tri sistema sociva pre
nego $to pogodi uzorak. Prvo prolazi
kroz kondenzore (soCiva za konden-
zovanje), koji fokusiraju elektrone u
uzak snop, pa kroz skeniraju¢i navoj
koji omogucéava da snop skrece, od-
nosno da Seta po povrsini uzorka, i
objektiv (soliva objektiva) koja po-
mazu u fokusiranju slike. Usmereni
snop pogada uzorak $to dovodi do
stvaranja nekoliko tipova naknadnih
emisija. Emisije se prihvataju detek-
torom koji ima za cilj da pojaca sig-
nale i da ih oblikuje u odgovarajuce
slike na kompjuteru. Slika sa SEM-a
se zasniva na elektronskim interak-
cijama na povrsini uzorka. SEM pruza
mogucénost dobre 3D prezentacije
strukture uzorka. Slike su crno-bele.

Kod SEM-a koristimo niske napo-
ne ubrzanja da spreimo penetraciju
snopa u uzorak, posto se zahteva
stvaranje sekundarnih elektrona sa
povrSine uzorka. Stoga je za bioloSke
uzorke uobicajeno da se koristi napon

od oko 1-5 kV i, ako je SEM sposo-
ban, da koristi napone i do 30 kV.

U zavisnosti od vrste skeniraju¢eg
elektronskog mikroskopa mogucée je
detektovati dve vrste signala na os-
novu kojih se formira slika povrsine
ispitivanog uzorka. Ovi signali potiu
od sekundarnih i rasejanih elektrona:
Sekundarni elektroni (eng. secondary
electrons) - (SE) — elektroni koji su
izbaceni iz K-orbitale uzorka neelas-
ti€nom interakcijom sa elektronskim
zrakom. Oni imaju veoma malu ener-
giju, manju od 50 eV, i mogu da pri-
kazu detalje veli¢ine od 1-5 nm. Ovi
zraci, zbog svoje male energije, mogu
veoma malo da se udalje od povrSine
uzorka, pa kao rezultat toga daju naj-
bolju rezoluciju slike. Zbog nacina na
koji je slika formirana, SEM mikrografi
imaju veliku dubinu posmatranja, tako
da moze da se dobije 3D slika, ko-
risna za razumevanje povrsinske stru-
kture uzorka. Mogu¢ je Sirok opseg
uveli¢anja, od 25 do 250.000x, $to je
za oko 250x vise nego kod najboljih
svetlosnih mikroskopa.

Rasejani elektroni (eng. backscat-
tered electrons) - (BSE) su elektroni iz
elektronskog snopa koji su rasejani sa
uzorka elasti€nim sudarom sa atomi-
ma uzorka. Oni imaju veliku energiju,
koja u zavisnosti od napona ubrzanja,
moze varirati od 50 eV pa na vise.
Rasejani elektroni, koji poti¢u od tes-
kih elemenata (elemenata sa velikim
atomskim brojem), imaju vecéu jacinu
od elektrona koji poti¢u od lakih ele-
menata (elemenata sa malim atom-
skim brojem). Na ovaj nacin dolazi do
jasne slike sa kontrastom, koji moze
da prikaze razliCite hemijske kompo-
zicije. Njihova visoka energija rezultu-
je u ve¢em specificnom intenzitetu in-
terakcije i time smanjuje rezoluciju sli-
ke nastale na ovaj nacin.

SEM i TEM su se pokazali koris-
nim u ispitivanju malih strukturalnih
elemenata u siru, kao Sto su mikoor-
ganizmi i kazeinski matriks, kao i za
posmatranje delimi¢nih promena koje
se deSavaju na matriksu tokom pro-
izvodnje i zrenja.

SEM se koristi za povrSinsku ana-
lizu uzoraka, poseduje moguénost vi-
soke rezolucije, narocito pri posma-
tranju kazeinskog matriksa i masnih
kapi, ali se u pojedinim slu€ajevima,
zbog opsezne pripreme uzoraka, pro-
teini i masne kapi ne mogu videti sa
sigurnoscu (Noronha et al. 2008).

Transmisioni elektronski mikro-
skop TEM je tip elektronskog mikro-
skopa kod koga se slika formira na
drugacdiji nacin u odnosu na SEM.

Elektronski snop prolazi kroz kon-
denzor koji ga fokusira, a zatim po-
gada ultra tanak, za elektrone polu-
provodan uzorak intereagujuéi sa
njim, dok prolazi kroz njega. Ideja za
TEM nastala je od pretpostavke da
elektronski snop, pored Cesti¢ne, po-
seduje i talasnu prirodu, a da se uzo-
rak ponaSa kao difrakciona reSetka.
Signal koji se detektuje i koji nosi
informaciju o strukturi uzorka potice
od propustenih (transmitovanih) elek-
trona (za razliku od SEM-a, kod koga
poti¢e od SE i BSE). Signal se po-
jaCava serijom magnetnih sociva i fo-
kusira na odgovaraju¢i uredjaj za
stvaranje slike, kao $to su fluores-
centni ekran, sloj fotografskog filma ili
senzor osetljiv na svetlo - CCD ka-
mera (engl. charged-cupled device)
(www.en.wikipedia.org/wiki/Transmiss
ion_electron-microscopy). Za razliku
od SEM-a, koji se koristi za ispitivanje
povrSine, TEM se koristi za ispitivanje
unutrasnje strukture uzoraka.

ElastiCna interakcija je veoma ja-
ka, tako da debljina uzorka mora da
bude veoma mala. Debljina poveéava
elektronsku energiju. Stoga, ukoliko
Zelimo da umanjimo neelasti¢ne inte-
rakcije, uzorak ne sme biti deblji od 1
pm. Za konvencionalni TEM debljina
uzorka od oko 100 - 300 nm je dobra,
dok veoma velika rezolucija, tzv.
‘atomska rezolucija slike’ zahteva
debljinu ispod 10 nm (Claverie, Ca-
sanove 1998). Sposobnost da odredi
poziciju atoma u materijalu, ¢ini TEM
nezamenljivim instrumentom u nano-
tehnoloskim istrazivanjima, ukljuujuci
heterogenu katalizu, kao i razvoj teh-
noloskog postupka proizvodnje polu-
provodnika za elektroindustriju.

Rezolucija TEM-a je za red ve-
li¢ine bolja od rezolucije SEM-a, mada
je u bioloskim naukama priprema uzo-
raka ta koja i dalje ograniCava rezo-
luciju mikroskopa viSe od njega sa-
mog. Slike TEM-a su 2D, ali ako sli-
kamo pod razli¢itim uglovima i obra-
dimo tu seriju pod odredenim kon-
trastnim uslovima, mozemo dobiti i 3D
prezentaciju uzorka. Slike su crno-
bele.

TEM se Kkoristi za posmatranje
unutradnje strukture uzoraka i najces-
¢e poseduje mogucnost bolje rezo-
lucije u odnosu na SEM. Medutim, u
pojedinim slu€ajevima visoka rezolu-
cija moze biti i neadekvatna, jer su
upravo mikrografije sa finom rezolu-
cijom nepodesne za makroskopsku
identifikaciju nekih materijala kao Sto
je mast.
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Envajromental skenirajuéi
elektronski mikroskop (ESEM)

ESEM je tip skeniraju¢eg elek-
tronskog mikroskopa. Njegova glavna
prednost lezi u tome Sto analitiCar
moze da menja okolinu (okruzenje)
uzorka putem razli¢itih vrednosti pri-
tisaka, temperature i sastava atmo-
sfere. ESEM zadrzava sve prednosti
konvencionalnog SEM-a, ali uklanja
ograni€enje visokog vakuuma u okru-
Zzenju uzorka. U tom smislu, mokri,
masni, prljavi, neprovodni uzorci mo-
gu da se ispitaju u njihovom prirod-
nom stanju, bez modifikacija ili pri-
preme.

Kroz celu kolonu (deo mikroskopa
kroz koji prolazi snop, pre nego $to
pogodi uzorak) gde molekuli gasa mo-
gu da raseju elektrone i unidte snop,
prisutan je visoki vakuum. Medutim,
umesto kori8¢enja jednog otvora za
kontrolu pritiska, kao kod konven-
cionalnog SEM-a, ESEM, da bi raz-
dvojio komoru uzorka od kolone, ko-
risti viSestruke otvore za kontrolu pri-
tiska.

ESEM Koristi odgovarajuci sekun-
darni detektor (eng. environmental se-
condary detector - ESD), koji funkcio-
niSe u nevakuumskoj sredini, za raz-
liku od Evrhart-Tonli (eng. Everhart-
Thornley (ET) detektora kori§¢enog
kod SEM-a.

Primenjujuc¢i pozitivan potencijal
od nekoliko hiljada volti na detektor,
SE ubrzavaju u polju detektora i su-
daraju se sa molekulima gasa. Rezul-
tujuéa jonizacija stvara dodatne elek-
trone, pojacavajuci originalan signal
SE i pozitivnih jona. Detektor sakuplja
signale SE i propusta ih direktno do
elektronskog pojacivaca. Kod nepro-
vodnih uzoraka pozitivni joni, nastali u
procesu jonizacije gasa, privu¢eni su
ka povrSini uzorka i dobro spreavaju
naelektrisavanje.

Prednosti ESEM-a nad konvencio-
nalnim SEM-om =zaista su velike
(www.calce.umd.edu/general/Facilitie
s/ ESEM.pdf ):

1. Gasna jonizacija u komori za
uzorak eliminiSe naelektrisanje, koje
je uobicajeno prisutno kod neprovod-
nih uzoraka, tako da nije potrebno da
se uzorci naparavaju provodnim
slojem, ¢ime se ujedno spre€ava i mo-
guce oSteéenje uzoraka u toku pri-
preme.

2. ESEM moze da slika mokre, pr-
ljave i masne uzorke. Kontaminacija
nece ostetiti ili umanijiti kvalitet slike.

3. ESEM eliminide potrebu pripre-
me uzoraka i omoguéava posmatranje
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uzorka u procesima obrade, kao $to
su istezanje, sabijanje, deformacija,
adhezija, zagrevanje, hladenje, smr-
zavanje, topljenje, hidratacija, dehi-
dratacija i sublimacija.

4. ESEM moze da oformi sliku od
uzoraka zagrejanih i na 1500°C, zato
$to je ESD neosetljiv na toplotu.

5. ESD je takode neosetljiv na
svetlo, svetlost od toplotom usijanih
uzoraka, katodoluminiscenciju i fluoro-
scenciju, tako da ovakvi efekti ne
ometaju kvalitet slike.

6. ESEM na ve¢em naponu ubr-
zanja moze da koristi i signal od x-zra-
ka izolovanih uzoraka.

Mikroskopija pri niskoj temperaturi

Prethodno opisani tipovi mikrosko-
pa (SEM, TEM i ESEM), u sluCaje-
vima kada je potrebno da se uzorak
stabiliSe na temperaturi te€nog azota,
imaju svoje modifikacije. Naime, mo-
difikacija se ogleda u tome $to se mik-
roskopima dodaje jo$ jedan segment—
tzv. krio komora, koja sluzi da se uzo-
rak posle kriofiksacije odrzi na niskoj
temperaturi. Ovako  modifikovani
SEM, TEM, odnosno ESEM nazivaju
se LT-SEM (eng. low temperature
SEM), LT-TEM, odnosno LT-ESEM,
mada se Cesto koriste i nazivi Krio-
SEM, Krio-TEM i Krio-ESEM, koji
oznacavaju da je uzorak stabilisan
tehnikom kriofiksacije.

Konfokalni lasersko-skenirajuci
mikroskop (CLSM)

CLSM, koji se ponekad u literaturi
oznacava i skraéenicom CSLM, ne
pripada EM, veé¢ svetlosnoj mikro-
skopiji, ali je obraden u radu zbog
njegove Ceste upotrebe kod ispitivanja
bioloskih uzoraka i namirnica.

CLSM je jedan od tri komercijalno
dostupna tipa konfokalne mikrosko-
pije. To je tehnika za dobijanje slike
visoke rezolucije sa dubokom selektiv-
nos$¢u. Za neprozirne uzorke korisna
je za pripremanje povrsinskih profila,
dok se kod prozirnih koristi za slikanje
unutrasnjosti strukture. CLSM, za raz-
liku od standardne konfokalne mikro-
skopije, kao izvor svetlosti koristi la-
serski zrak koji skenira tacku po tacku
trodimenzionalne povrsine. Za biolos-
ke uzorke najcesSce se koristi fluore-
scentno obelezavanje uzoraka. Zbog
oCuvanja intenziteta svetlosti koja se
transportuje, svi delovi uzorka na op-
tickom putu su eksitovani, a fluore-
scencija se detektuje fotodetektorom
ili kamerom (www.en.wikipedia.org/

wiki/Confocal_laser_scanning-micro-
scopy).

CLSM nudi nekoliko prednosti u
odnosu na konvencionalni svetlosni
mikroskop, uklju€ujuéi i poboljSanu re-
zoluciju (oko 0.2 nm), sposobnost da
se optiCka sekcija spusti u uzorak,
pribor da se 2D mikrografije prevedu u
3D slike, kao i fluorescentno obeleza-
vanje, kako bi se ispitala interakcija i
relativna lokacija razliCitih komponenti
u namirnicama (Everett, Auty 2008).

Prou¢avanja CLSM-om omogudila
su ispitivanje strukture masnih kapi,
geliranje mleka, topljenje sira, pro-
pustljivost gela mleka, efekat ¢edari-
zacije i parenja na stapanje masnih
kapi u ¢edru, odnosno mocareli, loka-
lizaciju celija startera, odnosno pro-
biotskih bakterija u siru, lokalizaciju
EPS-a u siru itd. Podrucje analize
hrane u kome CLSM pokazuje najvisSe
prednosti, je ispitivanje visokomasnih
namirnica koje je teSko pripremiti za
konvencionalnu mikroskopiju, a da se
pri tome zadrzi faza masti. Naime, u
pripremi ovakvih uzoraka fiksacija i
dehidratacija su c&esto nepotrebni.
CLSM je korisna tehnika za ispitivanje
strukture namirnica, zato Sto nije ogra-
ni¢ena na tanke uzorke. Omogucéava
procenu prostornog rasporeda struk-
turalnih komponenata, kao i pracenje
dinami¢nih procesa kao S$to su pove-
zivanje, agregacija i separacija faza i
njihovo uporedivanje sa rezultatima
reoloSkih merenja. Pored navedenih
prednosti, znacajno je napomenuti i
mogucénost rekonstrukcije neporeme-
¢ene 3D mikrostrukture i njenog kons-
tantnog pracéenja, kao i fluorescentnog
obelezavanja i identifikacije specific-
nih komponenata unutar sistema.

TEHNIKE PRIPREME UZORAKA ZA
ELEKTRONSKU MIKROSKOPIJU

Materijal koji bi trebalo da se ana-
lizira EM, generalno zahteva odgova-
rajuéi postupak pripreme uzoraka.
SpecifiCan pristup tokom pripreme
uzoraka je neophodan zbog toga Sto
je celokupna unutrasnjost mikroskopa
pod visokim vakuumom, pa neodgo-
varajuce pripremljen materijal moze
da onemoguci elektronski snop da pu-
tuje pravolinijski. Takode, za sliku na
SEM-u, da bi se sprecila akumulacija
elektricnog naboja na povrsini, uzorci
moraju biti bar na povrsini elektro-
provodni i elektricno uzemljeni. Ne-
provodni uzorci imaju teznju da se na-
elektriSu pri skeniranju elekronskim
snopom, naroc€ito u fazi detekcije SE,
Sto izaziva greSke u skeniranju, koje
se odrazavaju na kvalitet slike.
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Tehnike koje se koriste u metoda-
ma za pripremu uzoraka za elektron-
sku mikroskopiju su (www.jic.ac.uk/
microscopy/intro/EM.html):

Seciranje — priprema tankih sloje-
va uzorka. Za svetlosnu mikroskopiju
seciranjem se moze obezbediti uzorak
debljine od nekoliko um, ali za elek-
tronsku mikroskopiju uzorci moraju biti
veoma tanki, tako da su poluprovodni
za elektrone, tipi¢no oko 90 nm deb-
liine. Ovi ultratanki preseci za elek-
tronsku mikroskopiju se vrSe na ure-
djaju zvanom - ultramikrotom (engl.
ultramicrotome).

Fiksacija — uopsteni termin koris-
¢en da opiSe proces oCuvanja uzorka,
a ukoliko se radi o bioloSkom uzorku
da ga i stabiliSe i zastiti od daljeg kva-
renja. Na ovaj nacin je omoguceno da
se posmatranje uzorka vrdi Sto blize
njegovom prirodnom stanju. U hemij-
skoj fiksaciji za EM, najcesce se ko-
risti glutaraldehid - da poveze prote-
insku strukturu, odnosno osmium tet-
roksid - da oCuva lipide.

Dehidratacija — uklanjanje vode iz
uzoraka. Voda se generalno zame-
njuje organskim rastvaracima, kao $to
je etanol, ili aceton, kao oslonac za to-
talno isuSivanje za uzorke SEM-a, ili
za ucvrSéivanje uranjanjem u smolu
za uzorke TEM-a.

Uc¢vr§¢ivanje — uranjanje uzorka u
vosak (za svetlosnu mikroskopiju), od-
nosno u smolu, kao $to je araldit ili LR
belo (za TEM), koje onda polimerizuju
u tvrdi blok, ¢ime se prakticno omogu-
¢ava ponovno seciranje, kao naredna
faza pripreme uzorka.

Bojenje — bojenjem uzoraka tes-
kim metalima (naj¢e$¢e se koriste olo-
vo ili uranijum), povecava se elek-
tronska gustina, koja rezultira u pove-
¢anju broja interakcija izmedu elek-
trona u elektronskom snopu i onih u
uzorku, &iji naknadni signal uzrokuje
kontrast na rezultujucoj slici.

SusSenje — predstavlja dodatno isu-
Sivanje uzorka u posebnoj susnici
(eng. critical point drier) do njegove
kriticne tacke.

Naparavanje — ultratanak premaz
elektro-provodnog materijala nanosi
se naparavanjem u uredaju za napa-
ravanje (eng. sputter coater). Ovo se
radi u cilju zastite naboja uzorka, koji
se javlja zbog akumulacije stati¢kog
elektricnog polja, izazvanog zrace-
njem elektrona tokom slikanja. Ta-
kode, povecéava se iznos SE koji mo-
gu biti detektovani sa povrSine uzorka
na SEM-u, a time dolazi i do pojac¢a-
vanja signala. Naparavanje se vrSi

zlatom, kombinacijom zlato/paladijum,
platinom, odnosno hromom.
Kriofiksacija — brzo smrzavanje
uzorka potapanjem u tecni azot, naj-
¢ed¢e na temperaturama od -197°C
do -210°C. Posle kriofiksacije uzorak
se stavlja u krio komoru mikroskopa,
koja je pod vakuumom, da bi mu se
odrzala niska temperatura i da bi se
sprecilo odmrzavanje. Polie EM pod
niskom temperaturom, zasniva se na
primeni ove tehnike koja ujedno omo-
gucava da se izbliza virtuelno posmat-
ra bilo koji bioloSki uzorak, Sto blize
njegovom prirodnom stanju.
Hladno-prelamanje i hladno-nagri-
zanje (graviranje) — tehnika pripreme,
posebno korisna za ispitivanje lipidnih
membrana i proteina inkorporiranih u
njih. Sveze tkivo, ili suspenzija ¢elija
brzo se zamrzava kriofiksacijom i pre-
lama, dok se odrzava na temperaturi
te€nog azota. Hladno prelomljena po-
vr§ina se nagriza (gravira) povisenjem
temperature na oko -95°C u toku ne-
koliko minuta, da se dopusti povrsini
leda da sublimira i ‘otkrije’ mikroskop-
ske detalie. Za SEM, uzorak je na
ovaj nacin pripremljen za posmatra-
nje. Za TEM on moze biti naparen
platinom u visokovakuumskom ispari-
vacu pod niskim uglom (tipi€no oko
6°), a zatim se dodatno naparava ug-
lienikom, normalno na povrsinu, ¢ime
se omogucava dobijanje kopije uzor-
ka. Uzorak se potom vra¢a na sobnu
temperaturu i pritisak, a ekstremno
krhka metalna kopija izlomljene povr-
Sine odvaja se od osnovnog bioloskog
materijala pazljivom hemijskom diges-
tijom sa kiselinama, hipohloritnim rast-
vorom ili SDS detergentom. Kopija se
zatim pere od zaostalih hemikalija,
susi i posmatra pod TEM-om.
Inkapsulacija — tecni uzorci, kao i
uzorci koji podlezu dezintegraciji to-
kom pripreme za EM, zapecacuju se u
agar gel kapsule, da bi sa njima mog-
lo da se rukuje kao sa &vrstim mate-
rijalom. Staklena Pasterova pipeta,
spoljnog precnika 1 mm, steriliSe se
plamenom. Agar (25g/l) se drzi na
40°C i nekoliko kapi se stavlja na
staklenu povrsinu da bi ocvrslo. Uzo-
rak (npr. mleko ili pavliaka) uvlagi se u
pipetu (5 — 10 mm) i donji deo se zat-
vara malom koli¢inom agra. Kapilara
sa uzorkom se onda stavlja u vru¢
agar, da bi se oko nje napravio zid 0.5
mm debljine. Uzorak se potom pre-
mesta u rukavac od agra i gornji kraj
se zatvara kapljicom agra. Inkapsuli-
rani uzorci se fiksiraju glutaraldehidom
i postfiksiraju osmijum tetroksidom, a
potom dehidratiSu u seriji etanola 20,

40, 60, 80 i 96 mlI/100 ml (Kalab, La-
rocque 1996).

Kori¢enje odgovarajucih tehnika
je uslovljeno izborom tipa mikroskopa
koji ¢e se Kkoristiti pri ispitivanju na-
mirnica.

METODE PRIPREME UZORAKA
SIRA ZA ELEKTRONSKU
MIKROSKOPIJU

Metode pripreme uzoraka za SEM
i TEM izloZzene su u tabeli 1, dok su
postupci za ostala tri tipa EM pri-
kazani u narednom tekstu.

Seciranje kao pocetna tehnika u
pripremi uzoraka, malo se razlikuje u
zavisnosti od tipa mikroskopa. Uzorci
se iz centra sirnog bloka seku na
kockice koje bi za TEM trebalo da
budu do 1 mm po stranici, dok su za
ostale metode uzorci neSto vedi,
uobiajeno 1 —2 mm po stranici.

Krio-SEM:

Secirani uzorci se postavljaju na
bakarni drza¢ i zajedno sa njim krio-
fiksiraju na -210°C. Potom se pre-
mestaju u krio komoru na -180°C, gde
se unutraSnjost uzorka razotkriva ko-
risteci skalpel. Polomljena povrSina se
nagriza (gravira) poviSenjem tempera-
ture na -88°C u trajanju od 5 do 40
min (Hassan, Frank, Elsoda, 2003).
Kada je sublimirano dovoljno vode,
uzorak se hladi na -180°C (Noronha
et al. 2008), odnosno na -95°C
(Hassan, Frank, Elsoda, 2003). Potom
se u krio komori naparava zlatom (3
mA, 2 min) i ispituje koriste¢i napon
od 10 kV (Montesinos-Herrero et al.
2006, Noronha et al. 2008), odnosno
3 kV (Hassan, Frank, Elsoda, 2003).

ESEM:

Za ovaj tip mikroskopa gotovo da
nije potrebna nikakva priprema uzo-
raka. Oni se posle seciranja odmah
postavljaju u mikroskop i posmatraju
pod naponom od 20 kV (Noronha et
al. 2008).

CLSM:

Uzorci kod kojih se prevashodno
posmatra masna faza boje se 0,2 %
rastvorom Nil plavog (engl. Nile Blue),
koji sadrzi tragove fluorescentne boje
Nil crveno (engl. Nile Red), za bojenje
masne faze (Ye, Hewitt 2009), dok se
uzorci kod kojih se posmatra pro-
teinska faza boje 0.2% rastvorom Nil
plavog u toku 5 min. i 0,2 % brze ze-
lene (engl. Fast Green FCF), koja boji
proteinsku fazu.
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Slika 1. SEM MIKROGRAFIJE STRUKTURE (SA LEVA NA DESNO) SIRISNO, KISELO-
TOPLOTNO, ODNOSNO TOPLOTNOKOAGULISANOG GELA, FIKSIRANOG
GLUTARALDEHIDOM, A — CESTICE VELICINE KAZEINSKIH MICELA,

B — KRUPNE GESTICE (VEGE OD 1 pm). UVECANJE 6.000X.
Figure 1. SEM MICROGRAPHS OF THE STRUCTURE (FROM LEFT TO RIGHT)
RENNETED, ACID-HEAT AND HEAT-INDUCED GELS, RESPECTIVELY
FIXED WITH GLUTARALDEHYDE, A - PARTICLES OF THE SIZE OF CASEIN
MICELLES; B - LARGE PARTICLES (UP TO 1 um). MAGNIFICATION 6.000X

v
Slika 2. SEM MIKROGRAFIJE: FAZE PROIZ

4

<ldl M_LS
VODNJE SIRISNOKOAGULISANOG

KOTIDZ SIRA: A — RANI GEL; B — GEL NEPOSREDNO POSLE SECENJA;
C — GEL NEPOSREDNO PRE DOGREVANJA; D — GEL TOKOM DOGREVA-
NJA NA 40°C; E — GEL TOKOM DOGREVANJA NA 50°C; F — GEL NA KRAJU
DOGREVANJA (55°C). UVECANJE 6.500X, LINIJA PREDSTAVLJA 1 um.
Figure 2. SEM MICROGRAPHS: STAGES OF MANUFACTURE OF CULTURE SET
CURD OF COTTAGE CHEESE: A - EARLY GEL; B — AFTER CUTTING;
C - END OF HEALING; D - DURING COOKING AT 40°C; E - DURING
COOKING AT 50°C; F - END OF COOKING 55°C. MAGNIFICATION 650X,

BAR REPRESENTS 1 ym.

Posle bojenja, uzorci se ispiraju
destilovanom vodom i stavljaju na dr-
zaCe koji ne sadrze nikakvo fluore-
scentno sredstvo. Ar/Kr laser se ko-
risti da pobudi Nil crvenu boju na 488
nm, odnosno Nil plavu boju na 568
nm (Buffa et al. 2001).

PRIMENA ELEKTRONSKE
MIKROSKOPIJE U PROUCAVANJU
SIREVA

Prouc¢avanje koagulacije mleka i
karaktera gela

Koagulacija mleka predstavlja pr-
vu fazu u postupku proizvodnje sireva
(Puda, 2009). Nacin koagulacije mle-
ka veoma bitno utiCe na strukturu
formiranog gela. Na slici 1 prikazane
su SEM mikrografije gelova dobijenih

siriSnom (a) kiselo-toplotnom (b), od-
nosno toplotnom (c) koagulacijom
mleka (Kalab, Harwalker).
SiriSnokoaguliu¢i gelovi sastoje
se od velikog broja dugackih lanaca.
Ovi gelovi pokazuju strukturu neujed-
nacene kompaktnosti, $to je verovat-
no rezultat niskog sadrzaja Cvrstog
materijala u gelu.
Kiselo—toplotnokoaguliSu¢i  gelovi
se odlikuju grubljom strukturom. Gra-
divne jedinice gela su nekoliko puta
vece u odnosu na dimenzije kazein-
skih micela (slika 1, prikaz u sredini).
Medutim, na mikrografiji se uo€avaju i
pozicije sa nepromenjenim dimenzi-
jama kazeinskih micela (slika 1, prikaz
u sredini). Porast volumena kazein-
skih micela, otprilike od 100-300 pm,
verovatno nastaje kao rezultat toplot-

nog tretmana mileka. Bitan momenat u
nastanku gela je nacin na koji se Ces-
tice povezuju. Cestice formiraju deblje
lance, zajedno sa sveri¢nim fragmen-
tima razlicitih veli¢ina vezanih za ove
lance, Sto sve zajedno doprinosi na-
stanku udebljanih lanaca matriksa.

ToplotnokoaguliSuéi gelovi sastoje
se od kazeinskih micela povezanih
kratkim i tankim lancima - mostovima
(slika 1, desno).

Prouc€avanje formiranja sireva

SEM mikrografije na slici 2 pri-
kazuju razlike u strukturi uzoraka ko-
tidz sira tokom pojedinih faza postup-
ka izrade. Primecuje se mali obim pro-
mena u poroznosti sve do pocetka
faze dogrevanja, gde se klastiranje i
umrezavanje klastera primetno pove-
¢ava. Zbog afiniteta micela jednih pre-
ma drugima, lanci i veze se prekidaju
na najslabijm mestima. Remecenje
grusa tokom secenja, takode favorizu-
je prekidanje lanaca i veza i povecava
klastiranje, tako da umrezZene veze
viSe nisu toliko evidentne (B i C). To-
kom dogrevanja susedne micele se
sve viSe agregiraju i ¢esto menjaju ob-
lik iz sveri€nog u elipti¢ni izgled (D).
Promene u poroznosti su mnogo oci-
glednije ako se posmatraju slike sa
TEM-a (slika 3).

SEM mikrografija na slici 4 pri-
kazuje da su strukture gelova pri pro-
izvodniji kotidZ sira kod kisele koagula-
cije (leva kolona) sli¢ne gelovima kod
siriSne koagulacije (desna kolona).
Razlike su ocigledne samo u ranim fa-
zama koagulacije, $to se na mikrogra-
fijama uoCava kao intenzivnije stva-
ranje lanaca kiselokoagulisanog gela
(Gel A) u odnosu na siriSnokoagulisan
gel (Gel B). U ostalim fazama ne uo-
Cavaju se znaCajne razlike u strukturi
posmatranih gelova. Posmatranjem
dimenzija na pojedinim mikrografijama
uoCava se da se kazeinske micele,
kao i nagradeni agregati uveéavaju to-
kom izrade u tri znacajno razliCite fa-
ze. Dimenzije micela, odnosno lanaca
matriksa su: 87,6 nm (u mleku), 181,6
nm (tokom rane faze koagulacije),
184,9 nm (pre pocetka dogrevanja),
206,1 nm (tokom dogrevanja), odnos-
no, 207,6 nm (na kraju dogrevanja)
(Glaser et al. 1979).

Proucavanje strukture sira
mocarele tokom zrenja i
lagerovanja

Slika 5 prikazuje mikrostrukturu
defrostrirane mocarele 2, 7, odnosno
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Slika 3. TEM MIKROGRAFIJE: A — MLEKO; B-F FAZE U PROIZVODNJI SIRISNOKO-
AGULISANOG KOTIDZ SIRA: B — GEL POSLE SECENJA; C — GEL NEPO-
SREDNO PRE DOGREVANJA; D — GEL TOKOM DOGREVANJA NA 40°C;

E — GEL TOKOM DOGREVANJA NA 50°C; F — GEL NA KRAJU DOGREVANJA
(55°C). UVECANJE: A - 37.000X; B-F 10.000X. LINIJA PREDSTAVLJA 1 pm.
Figure 3. TEM MICROGRAPHS: A — MILK; B-F STAGES OF MANUFACTURE OF
CULTURE SET CURD OF COTTAGE CHEESE: B - AFTER CUTTING;
C - END OF HEALING; D - DURING COOKING AT 40°C; E - DURING
COOKING AT 50°C; F - END OF COOKING 55°C. MAGNIFICATION:
A —-37.000X; B-F 10.000X. BAR REPRESENTS 1 um.

S

Slika 4. SEM MIKROGRAFIJE FAZA U PROIZVODNJI KOTIDZ SIRA DOBIJENIH
KISELOM, ODNOSNO SIRISNOM KOAGULACIJOM: A — RANI KISELOKOA-
GULISANI GEL; B — RANI SIRISNOKOAGULISANI GEL; C — KISELOKOAGULI-
SANI GEL NEPOSREDNO PRE DOGREVANJA; D — SIRISNOKOAGULISANI
GEL NEPOSREDNO PRE DOGREVANJA,; E — KISELOKOAGULISANI GEL
TOKOM DOGREVANJA; F — SIRISNOKOAGULISANI GEL TOKOM DOGREVA-
NJA. UVECANJE 1.300X, LINIJA PREDSTAVLJA 5 pym.

Figure 4. SEM MICROGRAPHS STAGES IN MANUFACTURE OF ACID SET AND

CULTURE SET CURD OF COTTAGE CHEESE: A - ACID SET EARLY GEL;

B - CULTURE SET EARLY GEL; C - ACID SET GEL AFTER HEALING;

D - CULTURE SET CURD AFTER HEALING; E — ACID SET CURD DURING

COOKING; F - CULTURE SET CURD DURING COOKING. MAGNIFICATION

1.300X, BAR REPRESENTS 5 ym.

14 dana posle proizvodnje (Meng,
Sundaram 2009).

Dva dana posle proizvodnje na
slici 5 A se uocCava veliki broj nepra-
vilnih Supljika, rasporedenih nasumic-
no kroz proteinski matriks. Unutar
Supljika uoCavaju se lanci bakterija, a
zidovi Supljika su teksturirani velikim
brojem nazubc&enja, Sto je verovatno
rezultat prisustva masnih kapi ili ¢elija
starter kulture. Filamentozni materijal
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asociran oko okruglastih bakterija
moze biti poreklom od EPS-a, ili
ostataka membrana masnih kapi.
Struktura Supljika i proteinskog
matriksa posle 7 dana zrenja ukazuje
na veéu povezanost proteinskog ma-
terijala, koji povezujuje zidove Sup-
ljika, tako da je sveri¢an oblik masnih
kapi jasno definisan (slika 5 C i D).
Posle 14 dana zrenja Supljike, ti-
pi¢ne za mlade sireve, nestaju. Umes-

to tih Supljika uoCava se retikularna
struktura (slika 5 E i F). Takode se
uoCava da su masne kapi oblozene
proteinskim matriksom. Promene u
strukturi rezultirale su i u promeni
poroznosti. Promene u mikrostrukturi
mocarela sira tokom skladiStenja,
verovatno su rezultat redistribucije
proteina i vode. Pozicija masnih kapi
se ne menja tokom zrenja. Akumula-
cije seruma, koje su vidljive kod 2 da-
na starog mocarela sira bivaju ap-
sorbovane od strane proteinskog mat-
riksa tokom rane faze zrenja. Ovo je
pra¢eno bubrenjem proteinskog mat-
riksa koje se nastavlja sve dok se
prostor izmedju masnih kapi komplet-
no ne popuni proteinskim matriksom,
$to je evidentno prilikom posmatranja
retikularne strukture.

Detekcija prisustva EPS-a

Za proucavanje EPS-a pogodno je
da se tokom pripreme uzoraka za
TEM Koristi boja rutenijum crveno. Na
taj na¢in moguce je vizuelizovati EPS
koji je asociran za bakterijsku celiju ili
je osloboden u spoljasnju vodenu
fazu. EPS se moze zadrzati u okruze-
nju same bakterije, ili moze formirati
tegljive formacije, u zavisnosti koja ga
vrsta bakterija proizvodi (slika 6). U
odsustvu rutenijum crvenog, hemogu-
¢e je da se vizualizuje EPS u okviru
sirnog matriksa posmatranog TEM-om
(Dabour et al. 2005).

Kori8¢enje metode krio-skenira-
juée elektronske mikroskopije pruza
veoma dobre mogucnosti za prouca-
vanje EPS-a, koji se primecéuje u vidu
velikih masa gustih filamenata od-
vojenih od proteinske mreze (slika 7 A
i B), dok se kod konvencionalnog
SEM-a prisustvo EPS-a zapaza u vidu
tankih filamenata nasumice izmeSanih
sa proteinskom mrezom (Hassan,
Frank, Elsoda, 2003). Dobar prikaz
EPS-a dat je na primeru fermentisa-
nog mleka (slika 7 C i D).

ZAKLJUCAK

Metode elektronske mikroskopije
imaju veliku ulogu u prou€avanju na-
mirnica i sve viSe postaju nezaobilazni
instrument u analizi prehrambenih
proizvoda, posebno u razumevanju
stanja, strukture i veza koje nastaju u
procesima obrade i prerade hrane.
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Slika 5. SEM MIKROGRAFIJE DEFROSTRIRANE MOCARELE POSMATRANE TOKOM ZRENJA;

A1B,C 1D, ODNOSNO E | F SUREPREZENTI STRUKTURE POSLE 2, 7, ODNOSNO 14
DANA ZRENJA; PM - PROTEINSKI MATRIKS; F - MASNA KAP; RS - RETIKULARNA
STRUKTURA; B - BAKTERIJA; SKALE PREDSTAVLJAJU A: 20 um, B: 5 ym, C: 20 ym,

D: 10 pm, E: 20 ym, F: 8 ym

Figure 5. SEM MICROGRAPHS OF DEFROSTED MOZZARELLA VIEW DURING RIPENING: A AND

B, C AND D, AND E AND F ARE REPRESENTATIVES OF SAMPLE STRUCTURE AFTER
2,7, AND 14 DAYS OF RIPENING, RESPECTIVELY; PM - PROTEIN MATRIX; F - FAT
GLOBULE; RS - RETICULAR STRUCTURE, B — BACTERIA; SCALE BARS REPRESENT:
A: 20 ym, B: 5 ym, C: 20 uym, D: 10 ym, E: 20 ym, F: 8 pm.

Slika 6. TEM MIKROGRAFIJE TEGLJIVE KULTURE SOJA L. LACTIS SUBSP. CREMORIS JFR-1

PRISUTNE U SURUTKI ZAOSTALOJ U SURUTKINIM DZEPOVIMA UNUTAR PROTEIN-
SKOG MATRIKSA. UZORCI SU PRIPREMLJENI PO PROTOKOLU SA RUTENIJUM CRVE-
NIM: CM - PROTEINSKI MATRIKS; F - MASNA KAP; NW - EPS UMREZENA STRUKTURA.
STRELICA POKAZUJE NA EPS ASOCIRAN OKO CELIJE; LINIJA JE PROMERA 500 nm.

Figure 6. TEM MICROGRAPHS OF ROPY STRAIN L. LACTIS SUBSP. CREMORIS JRF-1 PRESENT

IN RESIDUAL WHEY POCKETS IN THE PROTEIN MATRIX. SAMPLES WERE PREPA-
RED BY THE RUTHENIUM RED PROTOCOL: CM - CASEIN MATRIX; F - FAT GLOBULE;
NW - EPS NETWORK-LIKE STRUCTURE. ARROWS POINT TO CELL-ASSOCIATED
EPS. BARS INDICATE 500 nm.

Slika 7. KRIO-SEM MIKROGRAFIJE FETA SIRA — SLIKE A | B | FERMENTISANOG MLEKA — SLIKE

C I D: A-SIR IZRADEN SA BAKTERIJAMA KOJE NE PRODUKUJU EPS; B- SIR IZRADEN
SA BAKTERIJAMA KOJE PRODUKUJU EPS; STRELICA NA SLICI A POKAZUJE MASNU
KAPLJICU; STRELICA NA SLICI B PRIKAZUJE LED, VEROVATNO ASOCIRAN SA EPS-OM,
P- PROTEINSKI MATRIKS, E — EPS.

Figure 7. CRYO-SEM MICROGRAPHS OF FETA CHEESE - PICTURES A AND B; AND FERMEN-

TED MILK — PICTURES C AND D: CHEESE MADE FROM EPS NON-PRODUCING BAC-

TERIA; B - CHEESE MADE FROM EPS PRODUCING BACTERIA; ARROW ON PICTURE
A SHOWS A FAT GLOBULE; ARROW ON PICTURE B SHOWS ICE, POSSIBLY ASSOCI-
ATED WITH THE PRESENCE OF EPS, P — PROTEIN MATRIX, E — EPS.

Posebno je znacajno kombino-
vanje metoda mikroskopije sa reolos-
kim merenjima, ¢ime se ostvaruje sus-
tinsko razumevanje fenomena teks-
ture i konzistencije namirnica.

Procedura pripreme uzoraka za
mikroskopsku analizu obuhvata vise
faza, koje su u pojedinim sluCajevima
kompleksne i veoma zahtevne. Savre-
menije metode elektronske mikrosko-
pije su usmerene na pojednostavlje-
nje procedure pripreme, ¢ime se ujed-
no omogucéava da se uzorci, zahva-
ljuju¢i pojednostavljenoj pripremi po-
smatraju u stanju koje je minimalno
izmenjeno protokolom pripreme, ¢ime
se dobija realnija slika stvarnih stanja
nastalih kao rezultat pojedinih proce-
sa.
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APPLICATION OF ELECTRON MICROSCOPY TECHNIQUES IN CHEESE RESEARCH

Vladimir B. Pavlovi¢, Predrag D. Pudja, Goran A. Trpkovi¢, Jelena B. Mio€inovi¢

Universiuty of Belgrade, Faculty of Agriculture

Four types of electron microscopes, i.e. scanning electron microscope, cryo-scanning
electron microscope, transmission electron microscope and environmental scanning
electron microscope, as well as confocal laser scanning microscope, as a representative of
light microscopy that is nowadays frequently being used in analyzing milk origin nutrition,
are discussed. The differences between these categories of microscopes are presented
here. The advantages in analyzing milk products are discussed. General methods of pre-
paration of biological samples for all types of electron microscopes are introduced, as well
as specific methods for preparation of cheese samples. Representative micrographs of
different cheese samples are discussed. Use of the electron microscopy plays an important
role in nutrition research, especially concerning microstructure. Electron microscopy will
probably become a significant tool in future research of food.
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