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1. UvOD

1.1. BAKTERIJSKA CELULOZA —IZVOR CISTE CELULOZE

Celuloza jejedan od najzastupljenijih ugljikohidratnih biopolimera na Zemlji, sastavni je dio
visih biljaka, nekih rodova bakterija, algi i visih gljiva (Siro i Plackett, 2010). Ovaj polimer u
¢ijoj su strukturi sastavni dijelovi hemiceluloza i lignin, mora se podvrgnuti kemijskim
procesima hidrolize s jakim luzinama i kiselinama da bi se dobio Cisti proizvod (Sun, 2008).
Zbog povecanja potraznje za derivatima biljne celuloze povecana je i potrosnja drveta kao
sirovine, §to je rezultiralo kréenjem Suma i postalo globalnim okolisnim problemom (Park i
sur., 2003).

lako su do sada biljke bile glavni izvor celuloze, razne bakterije proizvode celulozu koja
moze biti alternativa biljnoj celulozi. S obzirom na prirodu strukture koja se sastoji samo od
monomera glukoze, bakterijska celuloza ima brojna izvrsna svojstva kao $to su: jedinstvena
nanostruktura (Chen i sur., 2010), visoki kapacitet zadrzavanja vode (Saibuatong i
Phisalaphong, 2010), visoki stupanj polimerizacije (Dahman i sur., 2010), velika mehanicka
¢vrstoca (Castro i sur., 2011) i kristalini¢nost te biokompatibilnost (Keshk, 2014). Rezultati
prethodnih istrazivanja su jasno pokazali da bakterijska celuloza i njezine preradevine imaju
ogromni potencijal za primjenu u biotehnologiji i biomedicini (Shah i sur., 2013; Zhu i sur.,
2010).

Bakterijsku celulozu proizvode bakterije octene kiseline i u kemijski definiranim i u
kompleksnim podlogama putem oksidativnih vrenja. Taj nefotosintetski organizam moze
metabolizirati glukozu, Secer, glicerol ili neke druge organske supstrate i pretvoriti ih u ¢istu
celulozu (Son i sur., 2001).

Acetobacter xylinum je najviSe prouCavana bakterija octene kiseline jer je znanstveno
dokazano da najucinkovitije sintetizira bakterijsku celulozu (El-Saied i sur., 2004), a moze
asimilirati razli€ite Secere i sintetizirati velike koli¢ine celuloze u tekucoj podlozi (Ross 1 sur.,
1991; Sani i Dalman, 2010; Moosavi-Nasab i Yousefi, 2011). Ova aerobna gram-negativna
bakterija aktivno raste pri pH 3-7 i temperaturi od 25 do 30°C, koriste¢i ugljikohidrate kao
izvore ugljika (Castro i sur., 2011). Rivas i sur. (2004) su izvijestili da se gotovo 30 % cijene
bakterijske fermentacije odnosi na troskove hranjivih podloga za uzgoj. Zbog visoki troskova
fermentacije i niskih prinosa, industrijska proizvodnja bakterijske celuloze i njena

komercijalna primjena jo§ je vrlo ograniCena. Stoga je vazno traziti novi ekonomicni izvor



ugljika s kra¢im postupkom fermentacije za visok prinos bakterijske celuloze.Za razliku od
biljne celuloze, celuloza proizvedena bakterijama iz roda Acetobacter lisena je drugih
polisaharida koji su sastavni dio strukture i njezino izoliranje i procis¢avanje su relativno
jednostavni, te ne zahtijevaju energetski ili kemijski intenzivni proces. Nadalje, ekoloski
problemi zbog nusproizvoda nakon obrade drvne celuloze daju dodatni poticaj za
proucavanje neistrazenih izvora celuloze (Colvin, 1980). Ne postoji niti jedan sustav koji je
nastao kao idealni sustav za proucavanje biosinteze celuloze. Vrlo malo rodova bakterija
moze sintetizirati celulozu, ali gram-negativna bakterija vrste Acetobacter xylinum (prema
novijoj taksonomiji Gluconobacter xylinus) sintetizira velike koli¢ine celuloze u obliku
mikrovlakana iz reda sintetskih mjesta duz uzduzne osi stanice (Ross i sur., 1991; Tanaka i
sur., 2000). Sintetizirana mikrovlakna se spajaju, pri ¢emu tvore strukturu umrezenih

celuloznih vlakana (Slika 1).

Slika 1. SEM snimka uzorka bakterijske celuloze koja prikazuje povezanu 3-D mrezu

celuloznih vlakana (Torres i sur., 2012)

Ovako gusto umreZena vlakna i pripadajuce stanice mikroorganizama oblikuju plutajucu
pelikulu (opnu) koja omoguéuje nepokretnim, striktno aerobnim bakterijama rast pri visokim

koncentracijama kisika na povrsini hranjive podloge.



1.2. STRUKTURA BAKTERIJSKE CELULOZE

Struktura bakterijske celuloze sastoji od vlakana gradenih od [-1,4 glukanskih lanaca,
jedinstvene molekulske formule kao i kod celuloze biljnog podrijetla, (CsH100s),. Glukanski
lanci povezani su vanjskim i unutarnjim vodikovim vezama (Slika 2). Mikrovlakna
bakterijske celuloze prvi je opisao Muhlethalerin (1949), koji je uocio da su oko 100 puta

manja od vlakana iz biljne celuloze (Chawla i sur., 2009; Gayathry i Gopalaswamy, 2014).
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Slika 2. Detalji strukture i poslozenosti vlakana u bakterijskoj celulozi (Huang i sur., 2014)

Vlaknasta mreZza bakterijske celuloze se sastoji od trodimenzionalnih, strukturno vrlo
uredenih nanovlakana, Sto rezultira stvaranjem hidrogela velike povrSine 1 poroznosti.
Tijekom procesa sinteze, protovlakna glukoznog lanca se izlucuju kroz bakterijsku stani¢nu
stijenku i medusobno formiraju nanovlaknaste celulozne trake (Ross i sur., 1991). Ove trake
grade mrezno oblikovanu strukturu bakterijske celuloze koju ¢ini vrlo porozni matriks

(Dahman, 2009). Ovako sintetizirana celuloza ima vrlo veliku povrSinu hidroksilnih grupa



¢ime se objasnjava njena hidrofilnost, razgradljivost i1 veliki kapacitet za kemijske

modifikacije (Klemm i sur., 2005).

1.3. BIOSINTEZA BAKTERIJSKE CELULOZE

Enzim celuloza sintaza ima najvazniju ulogu u sintezi celuloze (Ross i sur., 1997). Sinteza
bakterijske celuloze dogada se izmedu vanjske i citoplazmene membrane pomocu celuloza-
sintetiziraju¢eg kompleksa vezanog za pore na povrsini bakterija. Pri tome nastaju tanke trake
celuloze, prosje¢nog promjera od 10-20 do 30-40 A, koje se nadograduju jedna na drugu u

horizontalnoj ravnini (Slika 3).

Slika 3. Sinteza bakterijske celuloze na povrsini bakterijske stanice (Keshk, 2014)

Metaboli¢ki put konverzije izvora ugljika (glukoza) u celulozu odvija se u vise koraka. Sve
zapoCinje konverzijom glukoze u glukoza-6-fosfat djelovanjem glukokinaze, nakon c¢ega
slijedi izomerizacija fosfoglukomutazom do glukoza-1-fosfata. Tre¢i korak je konverzija
glukoza-1-fosfata u glukoza uridinofosfat pomoc¢u UDP glukoza pirofosforilaze. Konacno, u
cetvtom koraku se UDPG polimerizira u celulozu djelovanjem celuloza sintaze (Tal i sur.,

1998). Cijeli mehanizam metabolizma ugljika do celuloze u A. xylinum je prikazan na Slici 4.
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Slika 4. Biokemijski put sinteze bakterijske celuloze (Lin i sur., 2013)

1.4. FERMENTACIJA

Bakterijska celuloza se moZe proizvoditi stati¢no, na tresilici ili uz mijeSanje, no svaki od
ovih postupaka rezultira razli¢itim oblicima celuloznih vlakana. Pri statiénim uvjetima
uzgoja, sintetizirana celuloza je gradena od trodimenzionalnih, medusobno isprepletenih
nepravilnog oblika (Tanskul i sur., 2013). Proces sinteze celuloze pod statickim uvjetima
ovisi o opskrbi atmosferskim kisikom na povrSini, a prinos o koncentraciji izvora ugljika
(Budhiono 1 sur., 1999). Produzenjem vremena rasta bakterija octene kiseline, povecava se
prinos bakterijske celuloze (Sheykhnazari 1 sur., 2011). Sinteza bakterijske celuloze dosize
svoju krajnju granicu kada pelikula pada na dno hranjive podloge, pri ¢emu bakterije postaju
neaktivne zbog nedovoljne opskrbe kisikom (Borzani i DeSouza, 1995). U industrijskoj
proizvodnji kao najbolji na¢in pokazao se Sarzni proces s pritokom supstrata, jer je postignuta
veca produktivnost u odnosu na kontinuirani proces (Cakar 1 sur., 2014).

Suprotno tome, zbog niskog prinosa pri staticnom nacinu proizvodnje, vecina bakterijske
celuloze koja se koristi u komercijalne svrhe proizvodi se na tresilici. TreSnjom se

sintetiziraju nepravilni oblici celuloze, bilo kao vlaknasti ovjes, kugle, peleti ili nepravilna



masa (Yan i sur.,, 2008, Wu i Lia, 2008). Ovakva bakterijska celuloza ima manju
kristalini¢nost, mehanicku ¢vrstocu 1 stupanj polimerizacije u usporedbi s pelikulama iz
stati¢ne kulture (Shi i sur., 2013. godine). Istrazivanja Hu i sur. (2013) pokazala su da se broj
sintetiziranih oblika celuloze smanjuje s poveéanjem volumena inokuluma, a razlicite
pocetne koncentracije glukoze utjeCu na prosjecne promjere tih oblika celuloze, no,

mehanizam formiranja razli¢itih oblika celuloze uz tresnju jos je uvijek nepoznat.

1.4.1. Biosinteza celuloze narazli¢itim izvorima ugljika

Najcesci izvor ugljika za proizvodnju celuloze pomocu bakterije A. xylinum je glukoza.
Medutim, istrazivanja su pokazala da je celuloza takoder uspjes$no sintetizirana i na drugim
izvorima ugljika, kao $to su disaharidi, Skrob, razliciti alkoholi i organske kiseline (Hestrin i
Schramm, 1954). Prema Masaoka i sur. (1993), uzgojem u hranjivim podlogama u kojima su
glavni izvori ugljika bili fruktoza i glicerol, dobiveni su gotovo isti prinosi celuloze kao u
uzgoju s glukozom. Do smanjenja prinosa celuloze moze doéi jer se dio glukoze prevodi u
glukonsku kiselinu. Optimalna pH vrijednost za proizvodnju celuloze je izmedu 4,0 i 6,0.
Proucavana je proizvodnja celuloze iz D-arabitola s Gluconacetobacter xylinus KU-1
(Oikawa i sur., 1995). Koli¢ina celuloze iz D-arabitola je bila vise od 6 puta veca od celuloze
iz D-glukoze. U podlozi s D-arabitolom, kona¢ni pH se nije smanjio i D-glukonska kiselina
nije detektirana $to se ¢ini jednim od razloga za visoku produktivnost celuloze iz D-arabitola.
U istrazivanjima u kojima su mjereni prinosi celuloze iz glukoze, galaktoze ili ksiloze kao
izvora ugljika, galaktoza i ksiloza su dale manje prinose, uglavnom zbog sporijih brzina rasta
mikroorganizama. Mikrovlakna dobivena iz ksiloze su takoder nepravilnija od onih
dobivenih iz glukoze. Plinska kromatografija je pokazala da je sastav SeCera u polimerima
(celuloza i drugi nusproizvodi) proizvedenih od ksiloze kao izvor ugljika jo$ uvijek 80%
glukoze 1 20% drugih Secera, a tu nisu opazene razlike u stupnju polimerizacije. Vremena
inicijacije proizvodnje su takoder razli¢ita za razliite izvore ugljika. Koristenje jeftinijeg
izvora ugljika moglo bi smanjiti tro§kove proizvodnje. Prinos bakterijske celuloze iz saharoze
je u pola manji od onog iz glukoze, zbog niske aktivnosti saharaze u A. xylinum. Povecanje
produktivnosti sinteze bakterijske celuloze uoceno je kad je saharoza ucinkovito
hidrolizirana. Tajima i sur. (1995) su uspjeli povecati produktivnost bakterijske celuloze
pomocu kouzgoja dviju razlicitih sojeva G. xylinus (NCI 1051 ili ATCC 10245 i NCI 1005).
Produktivnost sinteze bakterijske celuloze kokultivacijom veéa je od produktivnosti

monokultivacijom. To je, ¢ini se zbog formiranja glukoze i fruktoze nakon hidrolize saharoze
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sa saharazom koju izlu¢uje G. xylinus NCI 1005. Ovi su istrazivaci koristili laboratorijske
kulture sojeva bakterije G. xylinus (IFO, ATCC ili NCI), dok su u drugim istrazivanjima
koristili nata kulturu (lokalno uzgojenu u domacinstvima) bakterije G. xylinus, koja je
izolirana izravno iz nate. Nata je omiljena desertna poslastica porijeklom s Filipina koji se
proizvodi uglavnom u regijama s kokosom. Celulozni gel ili nata je sintetiziran sojem G.
xylinus koji je uzgajan u kokosovoj vodi ili voénim sokovima (ananas i raj¢ice) s dodatkom
saharoze (Embuscado i sur., 1994a; Embuscado i sur, 1994b). U tome slucaju fruktoza daje
najbolji prinos, nakon ¢ega slijedi kombinacija fruktoze i laktoze, a i saharoza takoder daje
dobre prinose. Ova Cetiri izvora ugljikohidrata daju znatno bolje prinose od bilo kojih drugih

izvora.

1.5. PRIMJENA BAKTERIJSKE CELULOZE

Bakterijska celuloza se zbog svoje visoke Cistoce, hidrofilnosti, sposobnosti za formiranje
struktura, kiralnosti i biokompatibilnosti moze uporabiti u Sirokom spektru posebnih
primjena, npr. kao hrana (Nata de coco), izvor dijetalna vlakana, akusti¢ne ili filtar
membrane, ultra ¢vrsti papir, fino mreZasta opti¢ka mreza s oblogom. Svojstva zgu$njavanja i
suspendiranja daju ve¢ sada nekoliko primjena bakterijske celuloze u ljudskoj i veterinarskoj
medicini. Na Slici 5 prikazana su sveobuhvatna svojstva bakterijske celuloze (Ul-Islam i sur.,
2012).
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Slika 5. Svojstva bakterijske celuloze (Ul-Islam i sur., 2012)



Bakterijska celuloza se primjenjuje u vise podrucja kao §to su zbrinjavanje rana (Muangman i
sur., 2011), regeneracija krvnih Zila (Wippermann i sur., 2009) i papirna restauracija (Santos 1
sur., 2014). ITako bakterijska celuloza ima jedinstvena svojstva, postoje ograni¢enja koja
smanjuju moguénost njene primjene, a to je nedostatak antibakterijskih svojstava i opticke
transparentnosti. Prirodna struktura bakterijske celuloze je porozna i jednostavno moze
posluziti kao matrica za imobilizaciju raznih Cestica ili supstancija koje sluze za pojacanje
strukture. Takva ,,pojaana“ bakterijska celuloza ima daleko vecu primjenu zbog svojih
bioloskih 1 fizikalno-kemijskih svojstava (Shah i sur., 2013). Razli¢ite modifikacije
bakterijske celuloze sintetiziraju se ili in situ ili ex situ metodama. U in situ postupku, ¢estice
za pojacanje celuloze se dodaju u polimer tijekom sinteze (Saibuatong i Philsalaphong,
2010), dok se u ex situ bakterijska celuloza impregnira za Cesticama za pojacanje naknadno
(Ul-Islam i sur., 2012). Kao §to je prikazano na Slici 6, bakterijska celuloza je primjenjiva u

razli¢itim industrijama; prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj.
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Slika 6. Primjena bakterijske celuloze u prehrambenoj, kozmeti¢koj i farmaceutskoj industriji

(Ul-Islam i sur., 2012)



1.5.1. Biomedicina - terapija oStecene koZe

Bakterijska celuloza sintetizirana s bakterijom vrste A. xylinumu posljednje je vrijeme sve
interesantnija u podrucju biomedicine zbog svoje jedinstvene strukture i svojstava. Svojstva,
poput visoke vlacne ¢vrstoce, izrazitohidrofilne povrSine, homologne strukture s nativnim
ekstracelularnim matriksom, jedinstvenom nanostrukturom, izvrsnom biorazgradivoséu i
bioloskim afinitetom ¢ine bakterijsku celulozu obeéavaju¢im materijalom u biomedicinskoj
primjeni. Visoka mehani¢ka ¢vrstoca u mokrom stanju, znatna propusnost za tekuéine i
plinove 1 niska iritacija koZze ukazuje na to da bi Zelatinozna membrana bakterijske celuloze
mogla biti upotrebljiva kao umjetna koza za privremeno pokrivanje rana (Slika 7).

Na trzistu se mogu naci proizvodi bakterijske celuloze sa Sirokom primjenom u kirurgiji i
stomatologiji (dentalni implantanti), te opéenito u podru¢ju biomedicine. Slucajevi drugog i
treceg stupnja opeklina, Cireva i drugi mogu se uspjesno lije¢i bakterijskom nanocelulozom
kao privremenim nadomjestkom za covjekovu kozu (Fontana i sur., 1990). Autori su
dokumentirali sljede¢e prednosti: neposredno smanjivanje bolova, bliska adhezija s ranom,
smanjene nelagode nakon operacije, smanjena stopa infekcija, transparentnost pri pregledu
rane, brzi oporavak i poboljSano zadrzavanje izlucivanja vlaznosti, spontano odvajanje
bakterijske celuloze nakon kojeg slijedi rehospitalizacija, $to rezultira Smanjenjem vremena i
troskova lijeCenja. Spominje se samo jedan nedostatak, a to je ograniCena elasti¢nost u
pregibima gdje je potrebna velika pokretljivost. Kawecki i sur. (2004) su opisali primjenu
bakterijske celuloze u veterinarskoj medicini za lijeCenje svjezih, velikih povrSinskih rana na

konjima i psima.

5/ 3 11:06AH0

Slika 7. Membrana bakterijske celuloze koja se nikad ne su$i i pokazuje nevjerojatnu
podatnost na razliCite oblike tijela, odrZzava vlagu tkiva i znacajno olakSava bol nakon

zadobivanja opeklina (Czaja i sur., 2006)



1.5.2. Prehrambena industrija

Filipinski nacionalni desert Nata de Coco, jedan je od tradicionalnih proizvoda posljednjih
sedamdeset godina (Keshk i Sameshima, 2006). 1zvoz Nata iz Filipina u Japan imao je veliki
utjecaj na globalni pogled za Sirenje proizvodnje mikrobne celuloze. Kao rezultat proizvodnje
Nata de Coco pomocu G. xylinus, David (1996) je pokazao da Nata de Coco ima ucinak
snizavanja kolesterola plazme. Bakterijska celuloza je primjenjiva i kao funkcionalni dodatak
hrani jer moZze posluziti kao zgu$njivac i rasprSivac. Pri tome bakterijska celuloza iz treSene
kulture ima puno veéi emulgatorski u¢inak nego iz staticke kulture (Ogawa i Tokura, 1992).
Monascus-bakterijski celulozni kompleks, koji ima svojstva i bakterijske celuloze i Monascus
gljive, pokazao se potencijalnom novom hranom u vegetarijanskoj prehrani, kao zamjena za
meso ili morske plodove. Boja i tekstura kompleksa su poput jetre ili nemasnog mesa.
Takoder je izvor visokog sadrzaja vlakana, nisko kalorican je i sadrzi zdrave hranjive tvari.
Stovise, otpadni bujon iz fermentacije moZe se dodatno koristiti kao izvor topljivih
pigmenata. Takoder, Shirai i sur. (1994) su izvijestili da zelatinozna celuloza dobivena
fermentacijom s Acetobacter aceti AJ 12.368 sadrzi celulozna vlakna (0,9%), vezanu (0,3%)
1 slobodnu vodu (98,8%). Celulozna mreza slabo apsorbira vodu u kapilarama oko 0,5 do 1,0
mikrona. Kad je pod stresom gel otpusta svoju vodu i deformira se bez loma. Gel je sam po
sebi previSe tvrd za gristi, ali je postao jestiv nakon obrade sa Se¢ernim alkoholom ili
alginatom 1 kalcijevim kloridom. Teksture nalikuju na voce, kao $to je grozde ili mekusce,
kao §to su lignje. Mehanizam je imobilizacija vode Zelatinozne celuloze s viskoznim ili gel-
formiraju¢éim materijalim, a time se gel moze lakSe gristi. Ovi rezultati pokazuju da
zelatinozna celuloza sa svojom vlaknastom teksturom moZze biti novi materijal za pripravu
salata, niskokalori¢nih deserata 1 gotovih jela.

Pakiranje ima vaznu ulogu u zastiti i oCuvanju hrane. Industrija preferira bio-materijale za
pakiranje namirnica ili hrane jer postaje sve veca zabrinutosti javnosti zbog utjecaja
nerazgradive ambalaze na okoli$. Bakterijska celuloza se smtra jednom od prikladnih sirovina
za proizvodnju biorazgradivih materijala (Tang i sur., 2012). Strukturno se sastoji od fino
umreZenih mikrovlakana vrlo otpornih na vodu, no nema antibakterijska i antioksidativna

svojstva kojima bi se sprijecilo onecis¢enje hrane.
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2. OPCI I SPECIFICNI CILJEVI RADA

Kombucha ¢aj je nutritivno vrijedni napitak dobiven biotransformacijom saharozom
zasladenog caja sa simbioti¢kim, odnosno zdruzenim kulturama bakterija octene kiseline i
raznih vrsta osmofilnih kvasaca koji, tijekom 10-14 dana fermentacije, sintetiziraju ,,éajnu
gljivu®, odnosno celulozni sloj na povrSini kiselkaste tekuc¢ine (Chen i Liu, 2000). Tijekom
fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi izvor ugljika do
razli¢itih organskih kiselina, uglavnom octene i glukonske u ve¢im koncentracijama, te
glukuronske, mlijecne i limunske, ¢ije koncentracije ne prelaze 1 g/L (Jayabalan i sur., 2007).
Kvasceve stanice hidroliziraju saharozu do glukoze i fruktoze pomocu enzima invertaze i
proizvode etanol putem glikolize, a bakterije octene kiseline koriste glukozu za proizvodnju
glukonske kiseline i etanol za proizvodnju octene kiseline.

Usporedno s proizvodnjom organskih kiselina i etanola, na povrSini tekuce faze se
stvaraju tanke celulozne opne, odnosno bakterijska celuloza koja s trajanjem fermentacije sve
viSe dobiva na volumenu. Bakterijska celuloza ima Sirok raspon primjena u biomedicini i
prehrani zbog svoje visoke Cistoce i jedinstvenih fizikalno-kemijskih svojstava (Dufresne i
Farnworth, 2000). U prehrambenoj industriji, bakterijska celuloza se koristi u proizvodnji
hrane, dijetalnih vlakna, kao sredstvo za zguSnjavanje i stabilizaciju, te za povezivanje
razli€itih vrsta proizvoda (Okiyama 1 sur., 1993).

Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske i morfoloske promjene koje se zbivaju
tijekom biotransformacije simbioticki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca
(kombucha) tijekom 12 dana uzgoja u kompleksnim podlogama (zeleni ¢aj sa cvjetovima
jasmina i kokosovo mlijeko). U hranjivim podlogama glavni izvor ugljika bila je saharoza (80
1 100 g/L). Tijekom fermentacija praceni su i odredivani sljedeci parametri:

- kinetika nastajanja etanola i organskih kiselina (octene i glukonske),

- promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije,

- kinetika sinteze bakterijske celuloze u kompleksnim podlogama,

- prinos bakterijske celuloze kombuche na kraju procesa fermentacije

- kristalini¢nost, amorfnost i morfoloska struktura bakterijske celuloze

- utjecaj povrSine bakterijske celuloze na kapacitet zadrzavanja i brzinu otpusStanja
vode,

- antimikrobna aktivnost kombucha napitaka.
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3.MATERIJALI | METODE

3.1. Priprava kulture kombuche

Komercijalna starter kultura kombuche je pripravljena zajedno s ,,majéinskom
teku¢inom® u crnom c¢aju (40 g listica ¢aja/L vode) uz dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je

trajao 10 dana u asepti¢nim uvjetima pri 28 °C u termostatu.

3.2. Hranjive podloge

3.2.1. Vrsta ¢aja

Uzgojena kombucha (3 % tez/vol) nacijepljena je na zeleni ¢aj sa cvjetovima jasmina
proizvodaca AhmadLtd., 1 Wood Streat, London, EC2V 7WS.

Sastojci: zeleni ¢aj, cvjetovi jasmina.

3.2.2. Kokosovo mlijeko

Uzgojena kombucha (3 % tez/vol) nacijepljena je na napitak od kokosovog mlijeka
proizvodaca Alpro CVA, Francuska.
Sastojci: voda, kokosovo mlijeko (5.3 %) (kokos krema, voda), riza (3.3 %), trikalcijev
fosfat, stabilizatori (karagenan, guar guma, ksantan guma), morska sol, vitamini (B12, D2),

arome.

3.3. Priprava kompleksne podloge (fermentirani ¢aj)

Infuzije biljnog caja su pripravljene dodatkom 40 g listica ¢aja u 1 L kipuce vode u
koju je dodano 80 ili 100 g/L saharoze (bijeli konzumni Secer). Nakon ekstrakcije koja je
trajala 8 minuta (prema naputku proizvodaca), ¢aj je ohladen na sobnu temperaturu i filtrirani
su Cajni listi¢i. Bistri filtrati su preliveni u sterilne Erlenmeyer tikvice od 500 mL korisnog
volumena. Nacijepljeni uzorci svjeze uzgojenom kombucha kulturom su inkubirani pri 25 °C

(sobna temperatura) tijekom 12 dana.isupernatant je uporabljen za daljnja odredivanja.
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3.4. Odredivanje pH vrijednosti

Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 12 dana fermentacije. Mjerenja su
provedena nakon pazljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub posuda, kako ne bi
doslo do ostecenja celulozne biomase koja pluta na povrsini uzorka. Mjerenja su provedena

pomoc¢u pH metra Hannalndustrial model HI 98103.

3.5. Odredivanje koncentracije octene Kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog ¢aja, 20 mL vode i
dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0.1 M
NaOH do prve pojave ljubicaste boje. Koncentracija octene kiseline (g/L) izracunata je prema

izrazu:

ACH3COOH) = V(NaOH) - f(NaOH) -V(podloge) - 6 Q)

gdje je:
V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

Vuzorka = volumen uzorka (1 mL)

3.6. Odredivanje koncentracije glukonske Kkiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi
fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave

ljubicaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izracunata je prema jednadzbi:

ACeH1207) = (V(NaOH) - M(NaOH).- 1,97) / Vuzorka (2
gdje je:

V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)

M(NaOH) = molaritetNaOH (0,1 M)

Vuzorka = volumen uzorka (mL)
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3.7. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima zelenog ¢aja sa cvjetovima jasmina i kokosovim
mlijekom tijekom previranja Secera do ectanola i biooksidacije etanola do octene kiseline,
odredivan je kemijskom metodom koja se zasniva na oksidaciji alkohola s kalijevim

bikromatom (K,Cr,07) u kiselom okolisu.

Koncentracija (vol %) alkohola je izracunata prema jednadzbi:
alkohol (vol %) = (10 - 619) ) (3)

a = utroSak 0.1 M otopine Na,S,03 (mL)

3.8. FT-IR spektroskopija

Svi uzorci bakterijske celuloze su suSeni suhom sterilizatoru pri 60 °C u Petrijevim
zdjelicama u tankom sloju, a nakon toga usitnjeni u tarioniku do praha. IR spektri ¢vrstih
uzorakasnimljeni su u kalijevu bromidu na IR-spektrofotometru Bomem MB 100 mid FT pri

rezoluciji od 2 cm™ u rangu od 4000 do 400 cm™.

3.9. Difrakcija rendgrenskim zrakama (eng. X RayDiffraction; XRD)

Rendgenska difrakcijska analiza provedena je koristenjem difraktometra Shimadzu XRD
6000 sa CuKa zra¢enjem. Uzorci su snimljeni u podrucju 20 5°-40° s korakom od 0.02°.

Velicina kristalita odredena je Schrrererovom jednadzbom:
B(2®) = K-A/p cos ® 4)

3.10. Pretrazna elektronska mikroskopija (eng. ScaningElectronMicroscopy;
SEM)

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) napravljena je na instrumentu TescanVega 3
Easyprobe s volframovom zarnom niti, pri ubrzavaju¢em naponu 5 kV. Uzorci su prethodno

napareni vodljivim slojem zlata i paladija.
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3.11. Izra¢unavanje mase i prinosa bakterijske celuloze

Nakon 12 dana fermentacije, plutaju¢i gelovi celulozne biomase, koji su formirani na
povrsini  hranjivih podloga su pazljivo izvadeni iz staklenth posuda, oprani
demineraliziranom vodom i ostavljeni preko no¢i u 1M NaOH na sobnoj temperaturi kako bi
se uklonile stanice mikroorganizama i sastojci podloga. Nakon toga su gelovi bakterijske
celuloze ispirani demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao
pocetnu vrijednost vode (Toda i sur., 1997). Oprani gelovi su uronjeni u 96 %-tni EtOH
tijekom 2 sata, izvagani da bi se izmjerila masa vlazne celulozne biomase, 1 nakon toga
stavljeni na susenje u suhi sterilizator pri 50 °C/4 sata. Izmjerena je masa celulozne biomase

(g) prema slijede¢oj formuli:

Meb (9) = Mot —M; ()
gdje je:

M, = masa (vlazne/suhe) celulozne biomase (g)

My = masa (vlazne/suhe) biomase na kraju fermentacije (g)

m; = masa inokuluma (g)

Prinos celulozne biomase (Y ) je izracunat prema formuli:

vlazne biomase nakon fermentacije—y vlaznog inokuluma
Yo (%) = 44 je-y g ). 100 (6)

(v izvora C na pocetku fermentacije)

3.12. Odredivanje kapaciteta zadrZavanja vode (eng.Water-Holding Capacity;
WHC)

Kapacitet zadrzavanja vode bakterijske celuloze odredivan je nakon 12 dana
fermentacije. Biomasa kombuche je iz prevrelih podloga izvadena pomocu plasti¢ne pincete,
protresena da se ukloni viSak tekucine i1 nakon toga izvagana. Nakon vaganja, celulozna
biomasa je ostavljena da se pokrivena filtar papirom susi na sobnoj temperaturi 48 h
(uklanjanije slobodne vode), nakon ¢ega je susena 12 h pri 105°C u suhom sterilizatoru, kako
bi se u potpunosti uklonila vezana voda. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) je izraCunat

prema formuli:
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WHC = (masa vode uklonjena tijekom susenja (g)/suha tvar bakterijske celuloze (g)) (7)

3.13. Odredivanje brzine otpustanja vode (eng.Water-Release Rate; WRR)

Za odredivanje brzine otpustanja vode iz novo sintetizirane bakterijske celuloze, mase
vlaznih uzoraka su mjerene kontinuiranim vaganjem u odredenim vremenskim periodima do
konstantne mase. Tijekom pokusa, uzorci su bili pohranjeni na sobnoj temperaturi u
Petrijevoj zdjelici, pokriveni filtar papirom (Shezad i sur., 2010). Rezultati su prikazani

graficki kao odnos mase otpustene vode u odredenom vremenskom periodu.

3.14. Odredivanje antimikrobnih svojstava bakterijske celuloze

Antimikrobna aktivnost inhibicija rasta odabranih test mikroorganizama Escherichia
coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas sp.i Vibrio cholearea odredivana je disk-
difuzijskom metodom. Kao test mikroorganizmi koriSteni su sojevi bakterijskih kultura iz
Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica
Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Na povrsinu ¢vrste hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici, na koju je prethodno
nacijepljen test-mikroorganizam, postavljeni su diskovi sa odredenim antimikrobnim
agensom. Tijekom inkubacije spoj je difundirao radijalno iz diska u agar tvoreci gradijent
koncentracije i ovisno o njegovom antimikrobnom djelovanju inhibiraorast mikroorganizma
u okolini diska. Prozirna zona u kojoj nemavidljivog rasta naziva se zona inhibicije (Z1) i
indikacija je osjetljivosti mikroorganizma prema antimikroorganizmu. Svi pokusi su

provedeni u trima paralelama, te je izracunata srednja vrijednost dobivenih rezultata.
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4. REZULTATI

4.1. Organske kiseline i etanol

Tijekom fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi izvor
ugljika do razlic¢itth organskih kiselina, uglavnom octene 1 glukonske u vecéim
koncentracijama, te glukuronske, mlije¢ne i limunske, ¢ije koncentracije ne prelaze 1 g/L
(Jayabalan i sur., 2007). Kvasceve stanice hidroliziraju saharozu do glukoze i fruktoze
pomocu enzima invertaze i proizvode etanol putem glikolize, pri ¢emu preferiraju fruktozu
kao supstrat. Bakterije octene kiseline koriste glukozu za proizvodnju glukonske kiseline i
etanola za proizvodnju octene kiseline.

Koncentracija organskih kiselina tijekom 12 dana fermentacije u zelenom ¢aju sa cvjetovima
jasmina i kokosovom mlijeku mijenjala se tijekom vremena §to je prikazano na Slikama 8-11.
Koncentracija octene kiseline (jasmin, 80 g/L) se povecala od 2.4 g/L na pocetku istrazivanja
do 6,0 g/L na kraju fermentacije (Slika 8). Pri viSoj koncentraciji Secera u istoj podlozi (100
g/L), od pocetne koncentracije 2,1 g/L koncentracija octene kiseline je porasla do 14 g/L
(Slika 9). Pri fermentaciji kombuche u kokosovom mlijeku nisu uoc¢ene znacajnije razlike u
koncentracijama octene kiseline na kraju fermentacijskog procesa (pocetne 1,8 i 1,6 g/L, a
konacne 8,51 9,0 g/L; Slike 10 i 11). Na tim je slikama vidljivo da je koncentracija octene
kiseline u kokosovom mlijeku sa 100 g/L relativno linearno rasla, dok je pri koncentraciji 80
g/LL dodanog Secera linearnost rasta prisutna do ¢etvrtog dana, nakon Cega je uslijedio blagi
,,plato vrijednosti i u konacnici pad vrijednosti s 9 g/L na 8,5 g/L.

Uz sposobnost sinteze relativno visokih koncentracija octene Kiseline, bakterije octene
kiseline pokazuju i toleranciju na kiselost, koja je rijetka medu aerobnim homotrofima i
heterotrofima. Ovo im svojstvo omogucava rast na hranjivoj podlozi koja ve¢ na pocetku
uzgoja ima pH vrijednost nizu od 4,5 (Malbasa 1 sur., 2008). Glukozu bakterije octene
kiseline oksidiraju u glukonsku kiselinu. Glukonska kiselina je druga glavna organska
kiselina koja nastaje kao posljedica metabolizma kombuche. Kao sto je vidljivo na Slici 8,
koncentracija glukonske kiseline tijekom fermentacije u zelenom caaju sa cvjetovima jasmina
bila je manja gotovo 5 puta od koncentracije octene kiseline, no zabiljezen je blagi linearni
rast tijekom cijelog vremena fermentacije, od 0,55 g/L na pocetku, do 1,5 g/L na kraju
istrazivanja (Slika 8). Vrlo sli¢ni rezultati su izmjereni pri koncentraciji Se¢era 100 g/L (Slika

9). Za razliku od izmjerene koncentracije octene kiseline nakon fermentacije kombuche u
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zelenom caju sa cvjetovima jasmina, tijekom fermentacije u kokosovom mlijeku zabiljezena
je veca koncentracija glukonske kiseline, tako da je izmjerena pri 80 g/L povecana od
pocetne 0,5 g/L na 2,5 g/L (Slika 10), a pri koncentraciji Secera 100 g/L od 1 g/L dostigla je
vrijednost 3,9 g/L (Slika 11).

Prema vecini autora, koncentracija etanola u kombucha napitcima nije vec¢a od 1% (vol/vol)
(Teoh i sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije izmjerili 0,36 g/L
EtOH, uz pocetnih 70 g/L saharoze u hranjivoj podlozi. Reiss (1995) je ispitivao utjecaje
razli¢itih izvora ugljika (saharoza, laktoza, glukoza i fruktoza) na metabolizam kombuche, te
uocio da koncentracija proizvedenog etanola ovisi o vrsti i koli¢ini dodanog Secera. U ovom
radu je u zeleni ¢aj sa cvijetom jasmina dodano 80 i 100 g/L saharoze (konzumni bijeli $ecer)
i ve¢ nakon drugog dana fermentacije, izmjerena je maksimalna koncentracija etanola, 0,55
g/L, koja se u 4. danu smanjila na 0,31 g/L, a nakon toga je pala na manje od 0,05 g/L i nije
se znacajnije mijenjala do kraja fermentacije (Slika 8), dok se pri koncentraciji 100 g/L
Secera najveca koncentracija etanola smanjila tek nakon Sest dana fermentacije na 0,45 g/L,
uz oscilacije do kraja fermentacije (Slika 9). Kokosovo mlijeko, kao hranjiva podloga za
uzgoj kombuche rezultiralo je veCom koncentracijom etanola ve¢ drugog dana fermentacije,
0,75 g/L (80 g/L Secera) i ¢ak 0,8 g/L (100 g/L) Secera (Slike 10 i 11). Nakon osam dana
fermentacije, pri objema koncentracijama Secera, nije izmjerena veca koncentracija etanola

od 0,1 g/L.
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Slika 8. Kinetika nastajanja EtOH, octene i glukonske kiseline tijekom 12 dana

fermentacije kombucha caja zelenog ¢aja sa cvijetom jasmina (80 g/L saharoze)
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Slika 9. Kinetika nastajanja EtOH, octene i glukonske kiseline tijekom 12 dana

fermentacije kombucha caja zelenog ¢aja sa cvijetom jasmina (100 g/L saharoze)
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Slika 10. Kinetika nastajanja EtOH, octene i glukonske kiseline tijekom 12 dana

fermentacije kombucha napitka u kokosovom mlijeku (80 g/L saharoze)
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Slika 11. Kinetika nastajanja EtOH, octene i glukonske kiseline tijekom 12 dana
fermentacije kombucha napitka u kokosovom mlijeku (100 g/L saharoze)



4.2. Promjena pH vrijednosti

Kao rezultat porasta koncentracije organskih Kiselina, pH vrijednost pada, tako da je u ovom
radu pH vrijednost s pocetnih 4,5 do kraja istrazivanja postupno pala na 3.11 (Slika 12).
Prema Hwang i suradnicima (1999), konverzija glukoze u glukonsku kiselinu rezultira
znaCajnim smanjenjem pH vrijednosti tijekom fermentacije. Nadalje, inokulacija maj¢inske
kulture kombuche u novu hranjivu podlogu, ne samo da osigurava brzi pocetak fermentacije
(Sievers 1 sur., 1995), nego 1 S§titi od moguce kontaminacije plijesnima 1 nezeljenim
mikroorganizmima (Greenwalt i sur., 2000).

Prema Bergeyevom ,,Manual of Determinative Bacteriology* (Bergey i Holt, 1994),
optimalna pH vrijednost za rast bakterija iz roda Acetobacter je izmedu 5,4 i 6,3. Rast se
postize 1 pri nizim pH vrijednostima, od 4,0 do 4,5, a minimalni rast je zabiljezen pri
neutralnom pH 7,0 te do blago luznatom (pH 8,0). Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem
ukazuju da su bakterije octene kiseline iz kombuche, sposobne rasti, proizvoditi organske

kiseline i bakterijsku celulozu ¢ak i pri pH vrijednostima nizim od 3,2 (Slika 12).

—m— jasmin 80 g/L
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Slika 12. Promjena pH vrijednosti tijekom 12 dana fermentacije kombuche u caju i

kokosovom mlijeku s razli¢itim koncentracijama Secera (80 1 100 g/L)
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4.3. Sinteza bakterijske celuloze

Jedna od prvih i vidljivih proizvoda biotransformacije zasladenog supstrata je celulozna opna
koja se u obliku tankog sloja oblikuje po povrsini tekucine. Celuloznu opnu na povrSini
odrzava CO, koji nastaje kao posljedica fermentative aktivnosti kvasaca (Sievers i sur.,
1995). Prinos biomase tijekom fermentacije je usko povezan s izvorom ugljika, odnosno
supstratom. Prema dobivenim rezultatima, zeleni ¢aj sa cvjetovima jasmina (80 g/L saharoze)
je najbolji supstrat jer je nakon 12 dana fermentacije izmjereno 127.08 g/L vlazne bakterijske

celuloze (Tablica 1).

Tablica 1. Prinos celulozne biomase kombuche nakon 12 dana fermentacije u zelenom ¢aju

sa cvjetovima jasmina i kokosovom mlijeku

Hranjiva podloga yinokuluma (g/L) v celulozne biomase (g/L) Prinos (%0)
Jasmin (80 g/L) 12.87 127.08 143.66
Jasmin (100 g/L) 12.10 81.98 69.88
Kokos (80 g/L) 19.62 71.56 64.93
Kokos (100 g/L) 19.44 73.71 54.27
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4.4. FT-IR spektroskopske analize

Kemijska struktura bakterijske celuloze sintetizirane u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina i
kokosovom mlijeku je odredivana u infracrvenom spektru (IR). Na Slici 13 je vidljivo
karakteristi¢no podrugje istezanja (960 — 730 cm™), pri &emu pikovi kod 862,54 cm™ mogu
potvrditi prisutnost p—1,4-glukozidnih veza. U uzorcima iz kokosovog mlijeka takoder su

potvrdene B—1,4-glukozidne veze izmjerene na 803 cm™, pri Gemu su se pikovi preklapali u

objema koncentracijama (Slika 14).

80 g/L

T (%)

100 g/L

3450 2950 2450 1950 1450 950 450
wavenumber (cm-1)

Slika 13. FT-IR spektri bakterijske celuloze sintetizirane u zelenom ¢aju sa cvjetovima

jasmina

T (%)

L 80glL

1100 g/L

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
wavenumber (cm1)

Slika 14. FT-IR spektri bakterijske celuloze sintetizirane u kokosovom mlijeku
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4.5. Difrakcija rendgenskih zraka

Analiza difrakcijom rendgenskim zrakama napravljena je sa ciljem usporedbe
mikrostrukturnih promjena u uzorcima bakterijske celuloze fermentiranim u dvije razlicite
kompleksne podloge i razli¢itim koncentracijama Secera (80 i 100 g/L). Posebice se to odnosi
na kristalini¢nost struktura uzoraka (Tablica 2, Slike 15 - 18).

Tablica 2. Kristalini¢nost uzoraka bakterijske celuloze uzgojene u zelenom ¢aju sa

cvjetovima jasmina i kokosovom mlijeku s razli¢itim koncentracijama Secera

Uzorak d/A  dy/A ds/ A 20,-20,/° t/nm t/nm  t3/nm
jasmin 80 g/L 6,12 5,26 3,92 2,36 9,0 24 8,3
jasmin 100 g/L 6,11 5,25 3,92 2,38 7,8 15 7,6
kokos 80 g/L 6,08 5,26 3,92 2,28 6,6 13 6,5
kokos 100 g/L 6,13 5,26 3,92 2,40 6,7 20 7,4

d — meduplo$ni razmak u kristalnoj resetki, u A (10" m)

t — veli¢ina kristalita odredena Scherrerovom jednadZbom

700
1 jasmin 80 g/L
600 -

500

400

I/ cps

300

200 +

100

20/°

Slikal5. Difraktogram rendgenskim zrakama bakterijske celuloze nakon 12 dana

fermentacije u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina (koncentracija Secera 80 g/L)
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Slika 16. Difraktogram rendgenskim zrakama bakterijske celuloze nakon 12 dana

fermentacije u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina (koncentracija Sec¢era 100 g/L)
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Slika 17. Difraktogram rendgenskim zrakama bakterijske celuloze nakon 12 dana

fermentacije u kokosovom mlijeku (koncentracija secera 80 g/L)
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Slika 18. Difraktogram rendgenskim zrakama bakterijske celuloze nakon 12 dana

fermentacije u kokosovom mlijeku (koncentracija Secera 100 g/L)

4.6. Pretrazna elektronska mikroskopija

Povrs$ina i struktura mikrovlakana bakterijske celuloze snimane su pretraznim elektronskim
mikroskopom (Slike 19 — 22). Na Slikama 19 i 21 jasno su vidljive stanice bakterija i kvasaca
na povrsini pelikule bakterijske celuloze, a na Slikama 20 i 22 isprepletenost mikrovlakana

sintetizirane celuloze.

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.19 mm | | VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 2.52 kx BI: 8.00 20 ym
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 19.SEM snimka povrsine bakterijske celuloze nakon 12 dana fermentacije u zelenom

¢aju sa cvjetovima jasmina i koncentracijom Secera 100 g/L
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SEM HV: 5.0 kV WD: 8.00 mm
SEM MAG: 5.01 kx BI: 8.00
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 20. SEM snimka mreze bakterijskih celuloznih mikrovlakana nakon 12 dana

fermentacije u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina i koncentracijom Secera 100 g/L

2

§
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J

|

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.08 mm
SEM MAG: 5.00 kx Bl: 8.00 10 ym
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 21.SEM snimka povrsine bakterijske celuloze nakon 12 dana fermentacije u

kokosovom mlijeku i koncentracijom Secera 100 g/L
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SEM HV: 5.0 kV WD: 7.99 mm
SEM MAG: 4.99 kx BI: 8.00 10 pm
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 22. SEM snimka mreze bakterijskih celuloznih mikrovlakana nakon 12 dana

fermentacijeu kokosovom mlijeku s koncentracijom Secera 100 g/L.

4.7. ZadrZavanje i otpuStanje vode

Kapacitet zadrzavanja vode i brzina otpustanja vode su najvaznija svojstva bakterijske
celuloze kada se radi o biomedicinskoj primjeni. Odgovarajuéa vlaznost obradenja
bakterijske celuloze pojacava i ubrzava zarastanje rana i §titi od kontaminacija (Ul-Islam i
sur., 2012).

Varijacije u sposobnosti zadrzavanja vode u uzorcima mogu se pripisati njihovom
razlikom u povrSini i poroznosti strukture. Molekule vode su ,,zarobljene fizi¢ki i na
povrsini i u unutra$njosti matriksa bakterijske celuloze koji se sastoji od isprepletenih vlakana
(Watanabe i sur., 1998). Sto je vise slobodnog prostora izmedu vlakana, to ée vise molekula
vode moci uci i1 adsorbirati se u matriksu. Dakle, Sto je veca specificna povrSina, vise vode ¢e

se moc¢i zadrzati u matriksu bakterijske celuloze (Guo i Catchmark, 2012).

28



=—ljasmin

—e— Kokos

120 -

100

80

60 -

40

20 -

specificni udjel vode (g BC/ g uzorka)

1
0 20 40 60 80 100

vrijeme (sati)
Slika 23.Kinetika otpustanja vode (WRR) tijekom 96 sati iz uzoraka bakterijske celuloze

nakon 12 dana fermentacije u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina i kokosovom

mlijeku

Tablica 4. Kapacitet zadrzavanja vode bakterijske celuloze u istrazivanim uzorcima

Uzorak Masa vlazne BC Specifi¢na povrsina BC WHC

(@) (cm?/g) (g vode/g uzorka)
jasmin 205 1,659 116,43
kokos 165 0,566 89,55

4.8. Antimikrobno djelovanje

Na antimikrobna svojstva kombuche vise je puta ukazivano i raznim metodama
potvrdeno (Greenwalt i sur., 1998). U ovom radu je antimikrobna aktivnost fermentiranih
cajeva kombuche ispitivana sa cCetiri testna mikroorganizma; bakterije vrsta Salmonella
typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas sp. i Vibrio cholearea. Rezultati prikazani u
Tablici 5 ukazuju na izvrsno antimikrobno djelovanje na bakteriju E. coli i vrlo dobro
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djelovanje na S. typhimurium i Pseudomonas sp., dok su u prisutnosti V. cholearea uoc¢ene
izrazito male i zamucene zone inhibicije. Takoder je uoceno da je fermentirani zeleni ¢aj sa

cvjetovima jasmina pripravljen uz dodatak 100 g/L saharoze imao najveée antimikrobno

djelovanje (Tablica 5).

Slika 24. Zone inhibicije testnih mikroorganizama s kombucha uzorcima zelenog ¢aja sa
cvjetovima jasmina i kokosovim mlijekom

Tablica 5. Antimikrobno djelovanje razli¢itih vrsta kombuchanapitaka

Zone inhibicije Salmonella Escherichia Pseudomonas Vibrio
(mm) typhimurium coli sp. cholearea
Vrsta napitka
jasmin 80 g/L 13 22 14 1*
jasmin 100 g/L 16 30 18 1*
kokos 80 g/L 13 12 9 1*
kokos 100 g/L 16 10 11 1*

*zamudcena zona
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Bakterijska celuloza ima jedinstveno svojstvo izrazito tanke, mreZaste, odnosno porozne

strukture koja moZe u potpunosti prijanjati uz povrsinu na kojoj se nalazi, §to je izrazito

vazno u biomedicini (Slika 25).

Slika 25. Izgled tankog sloja bakterijske celuloze uzgojene u kokosovom mlijeku u ovom

radu
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5. RASPRAVA

Kombucha je visokovrijedni nutritivni napitak koji se dobiva fermentacijom zasladenog Caja
ili voénog soka (saharozom ili nekim drugim izvorom ugljika) pomocu zdruzene kulture
bakterija octene kiseline i raznih vrsta kvasaca, koja se popularno naziva ,,éajna gljiva®.
Napitak je u pocetku slatkast, kasnije blago kiseli i pjenusav, te nutritivno i bioloski vrlo
vrijedan zbog Cega se 1 preporuuje njegovo svakodnevno konzumiranje u malim
volumenima (0,5 dL/2 puta dnevno) (Greenwalt i sur., 2000; Dufresne i Farnworth, 2000).
Koncentracija i Zivotnost ¢ajne gljive (majcinska kultura bakterijske celuloze) moze varirati
od uzgoja do uzgoja. Bakterije octene kiseline sintetiziraju plutaju¢u biomasu kombuche na
povrsini infuzije ¢aja, ¢ime se pojacava zdruzivanje bakterija i kvasaca (Balentine i sur.,
1997), a kvasci previru saharozu u fruktozu i glukozu, proizvodeci etanol, dok zbog
izlozenosti kisiku bakterije octene kiseline biooksidacijom etanola proizvode octenu kiselinu
(Reiss, 1994).

lako tijekom fermentacije s kombuchom najvise nastaje octena kiselina, metabolizmom
nastaju 1 druge organske kiseline: glukonska, glukuronska i mlijecna kiselina (Dufresne i
Farnworth, 2000). Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pokazali su da je najveca
koncentracija octene kiseline nakon 12 dana fermentacije postignuta u ¢aju od zelenog ¢aja sa
cvjetovima jasmina uz 100 g/L dodanog Secera (14 g/L; Slika 8), a puno manje koncentracije
izmjerene su u istom ¢aju sa 80 g/L Secera (6 g/L; Slika 9), te u fermentiranom kokosovom
mlijeku (oko 9 g/L) (Slike 10 i 11). Glukozu bakterije octene kiseline oksidiraju u glukonsku
kiselinu. Glukonska kiselina je druga glavna organska kiselina koja nastaje kao posljedica
metabolizma kombuche. Kao $to je vidljivo na Slici 8, koncentracija glukonske Kkiseline
nastale tijekom fermentacije kombuche u zelenom ¢aju sa cvijetom jasmina (80 g/L Secera),
bila je manja 6 puta od koncentracije octene kiseline, dok je pri koncentraciji Se¢era od 100
g/L, u istom caju, bila manja 10 puta (Slika 10). Kod fermentacije u kokosovom mlijeku
zabiljezene su manje razlike u koncentracijama octene i glukonske kiseline, tako da je pri 80
g/L SeCera omjer octene i glukonske kiseline bio 4 puta manji (Slika 10), a pri koncentraciji
Secera od 100 g/L 2,5 puta manji (Slika 11).Prema dostupnim literaturnim podacima, masena
koncentracija etanola u kombucha pripravcima ne prelazi koncentraciju od 1 % (vol/vol)
(Markov i sur., 2003). Sievers i sur. (1995) su objavili da su nakon 10 dana fermentacije

kombuche u crnom ¢aju izmjerili maksimalnu masenu koncentraciju etanola od 3.6 g/L. U
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ovom radu su se koncentracije etanola nakon 48 h fermentacije kretale izmedu 0,55 i 0.75
g/L, a nakon 12 dana fermentacije su u svim uzorcima smanjene na 0.01 g/L (Slike 8-11).
Svaki mikroorganizam za svoj rast i metabolizam ima svoj optimalni pH interval, tako da pH
vrijednost hranjive podloge ima vaznu ulogu u mikrobnom rastu i sintezi bakterijske celuloze
(Sinclair, 1987). Tijekom 12 dana fermentacije, pH vrijednosti infuzije zelenog Caja sa
cvjetovima jasmina se razmjerno smanjivala bez obzira na hranjivu podlogu i udjel Secera
(Slika 12). Dobiveni rezultati su u suglasju s istrazivanjima Hwanga i sur. (1999), koji su
zakljucili da prijetvorba glukoze u glukonsku kiselinu rezultira znacajnim padom pH
vrijednosti tijekom fermentacije.

Tijekom fermentacije ¢aja pomocu kombuche, ve¢ nakon 24 h je vidljivo stvaranje prozirne
opne na povrsini tekucine, koja s vremenom fermentacije postaje sve deblja i zelatinoznija.
Prema istrazivanjima Goha i sur. (2012), koji su pratili prinos biomase kombuche ovisno o
koncentraciji Secera (od 50 do 250 g/L), uoceno je da se prinos biomase povecavao do 90 g/L.
(66.7 %), a nakon toga se naglo smanjivao, te je pri najvecoj koncentraciji od 250 g/L bio
samo 9.9 %. Ovisno o vrsti hranjive podloge postignuti su razli¢iti prinosi celulozne biomase,
pri ¢emu je prinos postignut nakon 12 dana uzgoja u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina (80
g/L) postignut prinos od 143,66 % celulozne biomase, dok su uzgojem u kokosovom mlijeku
postignuti dvostruko manji prinosi (54, 27 do 64,93 %) (Tablica 1).

Kemijska struktura bakterijske celuloze sintetizirane u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina i
kokosovom mlijeku je odredivana u infracrvenom spektru (IR). Nakon analiza se pokazalo da
su uzorci bili amorfnije strukture no Sto je ocekivano jer je bakterijska struktura znana po
svojoj kristali¢ninosti (Huang i sur., 2014). Pikovi kod 862,54 cm™ i 803 cm™potvrdili su
B—1,4-glukozidne veze, koje su poveznica, uz vodikove veze, cijele strukture bakterijske
celuloze (Slike 13 i 14).

Difrakcija rendgenskim zrakama pokazala je da svi uzorci pokazuju manje ili viSe izraZene
difrakcijske maksimume karakteristicne za celulozu, te amorfni halo (odstupanje od ravne
bazne linije), Sto pokazuje da je celuloza razmjerno slabo kristalna. Kristalnost, procijenjena
iz veli¢ine haloa, raste u nizu (g/L): jasmin 80< jasmin 100< kokos 100 <= kokos 80.Razlika
polozaja prva dva maksimuma (20, - 20;) najveca je za kokos (100 g/L) 1 zeleni Caj s
jasminom (100 g/L), a ni zeleni ¢aj s jasminom(80 g/L) se ne razlikuje znatno. Ta tri uzorka
imaju i najveéi d;. Kokos (80 g/L) ima srednju razliku polozaja maksimuma i dy. Razlike u
meduplo$nim razmacima pripisuju se promjenama u omjeru I, i lg celuloze (Czaja i sur.,

2004), no u ovom radu dolazi do primjetne promjene samo u polozaju prvog
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maksimuma.Veli¢ina kristalita odredena Scherrerovom formulom ne razlikuje se previse od
uzorka do uzorka. Veli¢ina svih kristalita je 7 — 9 nm, s iznimkom veli¢ine odredene iz
srednjeg, najmanjeg maksimuma, kod kojega je i najvefa pogreSka odredivanja zbog
djelomicnog preklapanja s prvim maksimumom.

Pretraznom elektronskom mikroskopijom kona¢no smo usli u srz bakterijske celuloze, te je
snimanjem i povrsinskog i strukturnog dijela vidljiva prisutnost bakterija octene kiseline i
kvasaca na povrsini bakterijskih celuloza uzgojenih u zelenom ¢aju sa cvjetovima jasmina i
kokosovom mlijeku (Slike 19 i 22). Na Slici 19 je jasno vidljivo pupanje kvasca, $to ukazuje
na zivotnost simbioticke kulture bakterija octene kiseline i kvasaca, dok na Slici 21
dominiraju bakterije octene kiseline. Na Slici 20 vidljiva je 3D mreZa bakterijskih celuloznih
vlakana nakon fermentacije u zelenom ¢aju sa cvijetovima jasmina (100 g/L Secera), u kojoj
su vlakna vidljivo deblja od vlakana bakterijske celuloze dobivene nakon fermentacije u
kokosovom mlijeku (100 g/L Secera) (Slika 22).

Inokulacija ¢ajne gljive zajedno s prethodno fermentiranim ¢ajem (3 % v/v), ne samo da
osigurava brzi pocetak fermentacije (Sievers i sur., 1995), nego i §titi od naseljavanja plijesni,
kao i drugih nezeljenih mikroorganizama (Frank, 1999). Ovo zapazanje su naknadno
potvrdili Greenwalt 1 sur. (2000), uz objaSnjenje da je smanjenjem pH infuzija caja s
prethodno fermentiranim ¢ajem moguénost kontaminacije drugim mikroorganizmima
znacajno smanjeno.

Antimikrobna aktivnost fermentiranih uzoraka cajeva kvantitativno je pracena mjerenjem
prisutnosti ili odsustva zona inhibicije rasta testiranih vrsta bakterija (S. typhimurium, E. coli,
Pseudomonas sp. i V. cholearea, te pojave zamucéenih zona, kojima se moZze objasniti
djelomi¢na inhibicija rasta mikroorganizama (Slika 24, Tablica 5). Dobiveni rezultati su
pokazali da je rast Pseudomonas sp. bio djelomi¢no inhibiran samo uzgojem u kokosovom
mlijeku gdje su primijeene zamucene, a ne Ciste zone inhibicije. Rast E. coli nije inhibirao
niti jedan od istrazivanih hranjivih podloga, dok je kod S. tiphymurium zabiljezena najveca
antimikrobna aktivnost. Niti jednahranjiva podloga nije inhibirala rast V. cholearea (Slika 24,
Tablica 5). Ovi se rezultati mogu djelomic¢no usporediti s rezultatima koje su dobili Battikh 1
sur. (2012), koji su istrazivali antimikrobne ucinke fermentacije infuzija zacinskog bilja s
kombuchom. Do sada nisu objavljeni bilo kakvi rezultati istrazivanja provedenih na

fermentaciji ovih kompleksnih podloga s kombuchom koje su istrazivane u ovom radu.
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6. ZAKLJUCCI

1. Kombucha je nutritivno vrijedni napitak dobiven fermentacijom saharozom zasladenog
napitka pomocu simbioticki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i raznih vrsta kvasaca.
U ovom radu su istrazivane fermentacije kombuche na infuzijama zelenog ¢aja sa cvjetovima

jasmina i kokosovom mlijeku.

2. Tijekom 12 dana fermentacije, istrazivane su koncentracije nastalih organskih kiselina
(octene i glukonske) i etanola s komercijalnom kulturom kombuche pri sobnoj temperataturi,
uz dodatak 80 i 100 g/L saharoze. Koncentracije octene i glukonske kiseline su tijekom
fermentacije rasle u kokosovom mlijeku, dok je kod zelenog ¢aja porast zabiljezen tek pri

kraju fermentacije.

3. U svim je uzorcima tijekom fermentacije pad pH vrijednosti i koncentracije etanola bio u

korelaciji s povecanjem koncentracije octene kiseline.

4. Najveci prinos celulozne biomase nakon 12 dana fermentacije izmjeren je u zelenom ¢aju
sa cvjetovima jasmina sa 80 g/L Secera (143,66 %), a najmanji u kokosovom mlijeku sa 100
g/L Secera (54.27 %).

5. Kemijska i morfoloska struktura, te kristalini¢nost su ispitivane FT-IR, XRD i SEM

analizama, kojima je potvrdena jaa amorfna struktura od kristalini¢ne.

6. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija S.
typhimurium, E. coli, Pseudomonas sp. i Vibrio cholarea. Fermentirani¢aj i kokosovo mlijeko
pokazale su izvrsnu antimikrobnu aktivnost prema bakterijskim kulturama, no vrsta V.

cholearea nije bila inhibirana.
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9. SAZETAK

Kombucha je osvjezavajuci napitak koji se dobiva fermentacijom zasladenog ¢aja ili vo¢nih
napitaka zahvaljuju¢i snaznom simbiotickom djelovanju bakterija octene kiseline i kvasaca.
U radu je proucavano nastajanje organskih kiselina (octene i glukonske), etanola i bakterijske
celuloze biotransformacijom kombuche u zelenom c¢aju s jasminom i kokosovom mlijeku
zasladenim saharozom (80 i 100 g/L). Promjene pH vrijednosti posljedica su simbioti¢ke
metaboli¢ke aktivnosti osmofilnih kvasaca i bakterija octene kiseline i smanjivale su se s
nastajanjem organskih kiselina. Najvise koncentracije octene i glukonske kiseline bile su 14
g/L (zeleni ¢aj sa cvjetovima jasmina) i 3,8 g/L (kokosovo mlijeko).

Analiziranjem uzoraka pomoc¢u FT-IR spektroskopije, XRD analize i SEM pretraZzivanja,
otkriveno je da su svi uzorci imali ve¢i postotak amorfne strukture, a ne kristali¢ne, kako je
o¢ekivano. Debljina i prinos bakterijske celuloze povecavali su se tijekom vremena
fermentacije. Najveci prinos bakterijske celuloze dobiven je u podlozi sa zelenim Cajem i
cvjetovima jasmina (143.66 %). Dobiveni rezultati ovog istrazivanja ukazuju da maksimalni

prinos bakterijske celuloze ovisi 0 mnogo ¢imbenika koje jos treba dodatno optimizirati.

Kljuéne rijeci: kombucha, bakterijska celuloza, morfologija, fizikalna svojstva, antimikrobna

svojstva
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10. SUMMARY

Kombucha is a traditional refreshing beverage obtained by the fermentation of sweetened tea
with a powerful symbiosis of acetic bacteria and yeasts. The production of organic acids
(acetic and gluconic) and bacterial cellulose by biotransformation of kombucha, in green tea
with jasmine and cocoa milk, sweetened with sucrose (80 and 100 g/L) was studied. Changes
in pH were related to the symbiotic metabolic activities of yeasts and acetic acid bacteria, and
it is decreased by the formation of organic acids. Analysing samples by FT-IR spectroscopy,
XRD analysis and scanning electron microscopy, it was detected that all the samples had
higher precentage of amorphous regions, than crystalline regions, as it was expected. The
thickness and yield of bacterial cellulose in creased with fermentation time. The highest yield
of bacterial cellulose was obtained green tea with jasmine substrate (143,66%). The bacterial
cellulose production increased correspondingly with increased surface area depth ratio.
Findings from this study suggest that the yield of cellulose depends on many factors that need

to be optimized to achieve maximum vyield.

Keywords: kombucha, bacterial cellulose, morphology, physical properties, antimicrobial

properties
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