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%LRPDWHULMDOL LPDMX YDAQX L YLWDOQX XORJX X VY
Ratner i Bryant,2004; Shoichet, 2009). i@olimei VYH YL&H GRELYDMX QD Y
prehrambenoj industriji, kao i u medicini (Ellis i Smith, 2008; Murphy, 2001; Jay.j sur

&HOXOR]D MH QDM]DVWXSOMHQLML ELRSROLPHU QD ]l
10'2 tona (Czaja i sur., 2004; Klemm i sur., 2005) i uglavnom se dobiva obradom biljne
biomase (S i Plackett, 2010).

Bakterijska celuloza (BC) gYLAHQDPMHQVNL ELRSROLPHU NRML
YLVRNL VWXSDQM SRUR]JQRVWL UHODWLYQR YLVRNX SURS
VSRVREQRVW XSLMDQMD YRGH pYUVWRUOX VWUXNWXUH L X

Kombuchaje nutritivno vrijedni fermentirani tradicionalni napitak koji se konzumira
]D SREROMaADQMH J]GUDYVWYHQRJ VWDQMD MHU VX UH]XO
RGUHYHQLP J]JGUDYVWYHQLP WHJREDPD NDR a4WR VX DUWU
jetre (Sreeramulu i sur., 2000; Pauline i sur., 2001; Hiremath i sur., 2002). Tradicionalno se
SURL]YRGL V FUQLP LOL JHOHQLP pDMHP ]DVODYHQLP VDK
QDFLMHSOMHQD ]J]GUXAaHQD RGQRVQR VLPELRMIhpit®d NXOW:
osmofilnih kvasaca, a fermentacija traje-14 dana (Teoh i sur., 2004\apitak dobiven
IHUPHQWDFLMRP MH RYLVQR R NRQFHQWUDFLML GRGDQF
NLVHONDVW RYLVQR YUVWL pDMD OZbddDreeovid MUiVKIELDY SRS
ELRORANLK L HNRORANLK YULMHGQRVWL SUHSRUXpXMH
NROLPpLQDPD %ODQF 6PDWUD VH GkKbnbuith&eJddhassS XW S U
QD WUDGLFLRQDOQL QDpLQ SURIilgn BEutdpe XSjeverfeJAnterikeX i D Q V W
VMHYHUQH $IULNH 8 SRVOMHGQMH YULMHPH VH X UD]YLMFE
RYLP QDSLWNRP &aWR MH SUHSR]QDOD L SUHKUDPEHQD LQ
PRJX QDuUL NRPHUFLMDOHQHYIWDFELIWIR GAD@EDIANDHL V XU

7LMHNRP IHUPHQWDFLMH EDNWHULMH L NYDVFL PHW
RUJDQVNLK NLVHOLQD RFWHQH L JOXNRQVNH X YHULP NRQ
POLMHpPQH L OLPXQVNH QHOBQHOINPDHU J/ -D\DEDRYUAELQL
VYDNRGQHYQR VLQWHWL]LUD WDQNL VORM SOXWDMXuUH SHC(
V YUHPHQRP IHUPHQWDFLMH GRELYD QD YRGBakehjKaX L SRY
FHOXOR]D LPD aL u&WNodthBdhchiR @elBanizBddHL VRNH pLVWRUH L MHC
fizikalno-kemijskih svojstava (Dufresne i Farnworth, 2000). prehrambenoj industriji,
bakterijska celuloza se koristi u proizvodnji hrane, dijetalnih viakna, kao sredstvo za
]IXaQMDYDEQMOH |DFYWR WH ]D SRYH]JLYDQMH UD]JOLpLWLK Y
1993).



U ovom radu su LVWUDALYDQH ELRNHPLMVNH SURPMHQ!

ELRWUDQVIRUPDFLMH VLPELRWLpPNL JGUXA&HQ KobXaW XUH ET
tijekom 14 danax]JRMD X NRPSOHNVQRM p DrigtaRe@ijskibefiRicanld LEL]D |
SRGORJD V UD]JOLpPLWLP L]YRULPD XJOMLND XJOMLNRKLG!
JODYQL L]YRU XJOMLND ELOD MH VDKDUR]D GRGDZID X UD]

J /

GRN VX X NHPLMVNL GHILQLUDQLP SRGORJDPD L]JYRU

glukoze, fruktoze i maltoze{1 WHa YRO W15 % oliehl Tiekom fermentacija
SUDUHQL VX L RGUHYyLYDQL VOMHGHUL SDUDPHWUL

koncentracija etanolaniastalih organskih kiselina (octene i glukonske),

XWMHFDM WHPSHUDWXUH S+ YULMHGQRVWL WH UD]OI
celuloze u kemijski definiranim podlogama,

kinetika sinteze bakterijske celuloze u kompleksnim i kemijski definimani
podlogama,

XWMHFDM SRYUaGLQH L GXELQH KUDQMLYH SRGORJH
kompleksnoj podlozi,

XWMHFDM SRYUALQH EDNWHULMVNH FHOXOR]H QD NDSTDO
RGUHYLYDQMH NULVWDOLQLpQRVWL EDNWHULMVNH FHO
antimikrobna svojstveombuchanapitka.



2. TEORIJSKI DI O



2.1. Infuzija i fermentacija podloge s inokulumom kombuchonmn)

Urod Camelia pDMHYDF X E U D M8 RrajnB NzRlenog tropskog
i VXSWURSVNRJ JUPOMD RGQRVQR QL&HJ GUYHUD RG NR
(Camellia sinensivar. sinensis L LQ GL M VGamdiiB Mridnsidd . assamica (Hara i
sur., 1995) Camellia sinensisuspijeva rasti u brojnim krajevima svijeta i uzgaja se u 52
GUaDYH QR SRGULMHWOR MRM MH X MXJRLVWRpPQRM $]LM
NRQNUHWQR VWDQRYQLFL SURYLQFLMH -XQDQ MiRIDWUDM X
L]IXP pbDMQRJ QDSLWND RGQRVQR RW Ipagodntl] 5 S Inkiiséy UXUD Y
uzgg@auUWURSVNLP SUHGMHOLPD FLMHORJ VYdahelostaD KiaDM] QD p I
,QGLMD & Ubpanh@aydiddarLi sur., 2007).

KombuchaVH WUDGLFLRQDOQR SURL]JYRGL |DVODYLYDQMH
NRQ]XPQLP aH&HURIP/ ,QIX]LMD VH SULSUHPD WDNR GD V&t
NLSXuX YRGX L HNVWUDKLUDMX GR PDNVLPDOQR PLQXWD
pDMD 3ULSUDYOMHQL pDM VH SURILOWULUD SUHOLMH X V\
pusti da se ohladi na sobnu temperaturu. Nakon toga se zakiseljava dodatkom octene kiseline
LOL YHU S Ukdnbha@pitkod@ (1P6 vol/vol) te mus& DAOMLYR GRGD ApDMQ
awR MH X VWYDUL PDWLPpQD NXOWXUD NRPEXFKH LQRN
SUHNULYD JD]J]RP LOL ELOR NDNYRP pLVWRP L SURJUDpPQRP
Optimalna temperatura je od 20 do 30 °C, a trajaajenéntacije je od 2 do 8 tjedana.

Tijekom fermentacije, mikrobna kultukmbuchesintetizira bakterijsku celulozu u
REOLNX WDQNLK RSQL SHOLNXOD QD SRYU&LQL pDMD 3R
kombucheLOL pDMQD JOMLYIMDIN HV SDROWELLYQRH X NG R @BIGL aWL S
YROXPHQX IHUPHQLUDQRJ pDMD GR QRYH LQRNXODFLMH )}
XYLMHN SULVXWQH WDQNH QLWL PDMpPLQVNH NXOWXUH €
kombuchese mijenja tijekom ferm®@ WDFLMH RG XJRGQR YRUQR NLVHOND
QDNRQ SDU GDQD GR VUHGQMH RFWHQRJ RNXVD QDNRQ GX



OLNURELROK&NChY DVWDY

KombuchaMH JGUXaHQD NXOWXUD EDNWHULMD L RVPRILOC(
QDMYL&H LVWLp XAcchbaverAdatdbactedjd ratlbakirija octene kiseline koje
nemaju sposobnost fotosinteze, ali mogu metabolizirati glukozu, glicerol, octenumkiteli
ostale organske supstrate koje zatim konvertiraju u celulozu (Montezinos i Brown, 1976; Son
L VXU =D UD]JOLNX RG FHOXOR]H L]ROLUDQH L] GUYD
iz rodaAcetobacte svojoj strukturi nema dodatnih makromalék poput polisaharida pa je
QMHQR L]GYDMDQMH L SURpLAUDYDQMH MHGQRVWDYDQ SlL
QXVSURL]YRGD SUL LJRODFLML FHOXOR]H L] GUYD SRWLpX
(Colvin, 1980). Vrlo malo rodova bakterja ¢ HQH NLVHOLQH LPD PRJXUQRVW
osim onih iz rodaAcetobacter FHOXOR]X PR&aH SURL]JYRGLWL L *UDP
Gluconacetobacter xylinugpoznata i kaocAcetobacter xylinum 7D EDNWHULMD PRAt
celulozu u obliku mikrofibrila (Rosd. V X U 7TDQDND L VXU NRML
golemu vrpcu celuloze u hranjivoj podlozi. Takve vrpce su povezane sa stanicama te vise s
SOXWDMXUHJ ELRILOPD SHOLNXOH &4WR RPRJXUXMH UDVV
podloge. Prilikomkontakta s biljnim stanicama, bakterifegrobacterium tumefacien®© X p L
FHOXOR]QH ILEULOH VD VYLK VWUDQD VWDQLFH 7LPH V&I
(Matthysse i sur., 1995)sluconacetobacter xylinus Agrobacterium tumefaciense mogu
uzgajatiGD GRVHJQX YHOLNH NROLPpLQH ELRPDVH WH VH PRJX
VXGMHOXMX X ELRVLQWH]L FHOXOR]H VX LGHQWLILFLUDQI
mogu proizvesti celulozu. Alge koje proizvode celulozu su se pokazale korisnim u
istUDALYDQMLPD SRPRRWXUMHHDHNWURQVNH PLNURVNRSLMF
NRPSOHNVL ]D VLQWH]X FHOXOR]H X SOD]J]PLQRM PHPEUDQL
na biokemijskoj i molekularnoj razini (Montezinos i Brown, 1976). Premedsu i analize
FHOXOR]H L] DOJL X VPLVOX SURXpDYDQMD DORPRUIL]P
Dictyostelium discoideumP RaH VLQWHWL]LUDWL FHOXOR]X X YL&H II
BWYUYyHQR MH GD RYDM RUJDQL]DP L P DNartNcoie, YN paeO XOR]LC
PRaH NRULVWLWL X UD]JYRMQLP LVWUDALYDQMLPD ]D ELRV!
ELOMDND VX LQWHUHVDQWDQ SUHGPHW LVWUDALYDQMD 5
izvan epidermalnog sloja zametka. Ne postoji ekspmtalni dokaz da se biosinteza
EDNWHULMVNH FHOXOR]JH UD]JOLNXMH RG ELRVLQWH]H ELO
biosintezu bakterijske celuloze je potrebna urdifosfoglukoza kao intermedijer, dok je za

biosintezu biljne celuloze potrebnaanidindifosfoglukoza (Colvin, 1980). Dobar model za

4



LVWUDALYDQMH PHKDQL]PD ELR Btcphdddtobacted xyliRigkdjaMH EDN
SURL]YRGL pLVWX FHOXOR]X NDR HNVWUDFHOXODUQL SURG

%ODJRWY RAhQUchX pLQFL

2.3.1. Kemijski sastav

LiVWLUL pDMD VX YUOR GREDU L3¥Y®R tuhg R®i) (BdlenR@® QLK VL
L VXU 8 ]JHOHQRP pDMX IODYRQRLGL L IHQROQH NLVH
pbDM VDGaL VDPR <DQJ L :DQJ 2Y bnowWlbnd WRMFL V|
YLWDPLQRP 3 L LPDMX 8LURN VSHNWDU ELRORAGNLK XpLQDN
1DMYD&QLMH SROLIHQROGHROUXSH NDPIWMK L\QL | OIDYIDHRQ WL Q +
L NDUDNWHULVWLPpQL SROL]JHSR@ringnDiMdeNhX(flaaBAHIDO ROL RG
glavni katehini su: -§-epikatehin, {)-epikatehin galat,-J-epigalokahetin, -j-epigalokahetin
galat, (+}katehini (#}JDORNDWHKLQ +DUD L VXU 2YL VSRMHYI
VODWNRUKDINDRMHWRQ]XPDFLMH +DUD L VXU yDM W
XJODYQRP NYHUFHWLQ NHPSIHURO PLULFHWLQ L QMLKR'
SROLIHQROD WLMHNRP REUDGH GRYRGL GR IRUPLUDQMD N
su teaflaini, teaflavinske kiseline, teaarubigini ili teasinensini i polimere proantocijanidina
(Balentine i sur., 1997; Hara i sur., 1995d). Metilksantini su prisutni kao kofedn% i

mali udjel teofilina i teobromina (Hara i sur., 1995) (Slika 1).
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Slkal. HPLMVNH VWUXNWXUH JODYQLK VDVWRMDND pDMD 'XI

yDM WDNRVHU VDGUAL SXQR DPLQRNLVHOLQD D WHDQ
VYLK DPLQRNLVHOLQD 5D]JUDGQMD DPLQRNLVH®LQD XW
DURPH pDMD %DOHQWLQH L VXU .ORURILO NDURWHC
VDVWRMFL LQIX]LMH pDMD DOL WDNRYyHU LPDMX YD&QX X
+ODSOMLYL VDVWRMFL OLVWRYD RERMNDHVXDGH W DUDM Q Rp BWR K
+DUD L VXU 6KLPRGD L VXU NRMH XNOMXpXMX
DPLQRNLVHOLQD NDURWHQRLGH L OLQROQX NLVHOLQX
XJOMLNRKLGUDWH YLWD Rd @tainiga B(i vitamfh® O Ksaid&RD2efehom



bDMX 7DNRJyHU VDGUAL ]DGRYROMDY DM Xé#(HaROsupL QH ND
1995).

%LRORAND DNWLYQRVW

lako sekombuchaNRQ]XPLUD X PQRJLP JHPOMDPD YHUO GHVH
VWROMHWMWEBVYXUOMHUGULPD WHN VH SRVOMHGQMLK WUL GHVE
]D LVWUDALYDQMD EODJRWYRUQLK XpLQDND Mo (uBIANL DNW
diljem svijeta koji konzumirajlkombuchapDM WYUGH GD WDMWDWQILKDXPQ®RDI
QD OMXGVNR ]GUDYOMH OHYXWLP YHULQD MH EODJRWYRU
WH QHPD GRYROMQR J]QDQVWYHQLK GRND]D NRML VH WHPHC

8pLQFKkombuche SUHPD UH]XOWDWLPD ]Q/DQVWXY HDQMH G M)
detoksikacija krvi, smanjenje razine kolesterola, smanjenje ateroskleroze regeneracijom
VWDQLpQLK VWLMHQNL VPDQMHQMH NUYQRJ WODND VPDQ
UHXPH L VLPSWRPD JLKWD SRERI2KMES® Qrijgvhe 12kQynoBt,, MH MH
XUDYQRWHAHQMH FULMHYQH IORUH OLMHpPpHQMH KHPRURL:
VSUMHpDYDQMH L OLMHpHQMH LQIHNFLMH PMHKXUD L VI
HQGRNULQRJ VXVWDYD ] Bndik&ricevdgendr @jeldBdn)d, D &nkinvikidhhD
GMHORYDQMH SURWLY EDNWHULMD YLUXVD L NYDVDFD SR
SURL]YRGQMH LQWHUIHURQD RODNADYDQMH EURQKLWLVD
RODN&ADYDQMH ERQRIDXMHQMIR |JGUDYOMD NRVH NRaH L (
DONRKROLpDUD ]|D DONRKRORP VPDQMHQMH VWUHVD L aL
JODYREROMH SREROM&DQMH YLGD XVSRUDYDQMH VWDUH (
(Dufresne i arnworth, 20000 1HNROLNR HSLGHPLRORANLK LvWtdDALYDQ!
LVWUDALYDQMD GRYHOL VX GR |[DNOMXpND GD pDM LPD SR]I

2.3.2.1. Antimikrobna aktivhost kombuche

.DWHKLQL JHOHQRJ pDMD SRND]DOL VX DQWLEDNWHUL
*UDP QHIJDWLYQLK EDNWHULMD NRMH PRJX ELWL SDWRJH!
enterobakterijeStaphylococcus aureuS. epidermisPlesiomonas shigelloidg3oda i sur.,
1989),Salmonella typhiS. tiphimurium S. enteridisShigella flexneri, S. disenteriad/ibrio
cholerae V. parahaemolyticugMitscher i sur., 1997; Toda i sur., 1990ampylobacter



jujuni i C. coli (Dikter i sur., 1991), ali ne djelujma bakterije vrstaEscherichia coli
Pseudomonas aeruginosia Aeromonas hydrophil§Toda i sur., 1989). Ekstrakti crnog i
JHOHQRJ pDMD W DN Ry HglioPaRrt@iXpy®MNNHFONRY DML SRY H]XMH VD &
SHSWLpQLP L GXRGHQDOQDVFFHIOUHNYLPD 'DNWHXWILP NRQFH
NRULAWHQH X RYLP LVWUDALYDQMLPD SUHPD&AXMX XREL}p
NRQ]XPLUDQMX pDMD 3ROLIHQROL pDMD PRJX VHOHNWLYC
rastu bifidobakterija u ljudskom débhORP FULMHYX G5DYQRWHAD EDNWHULN
PRaH ELWL YDaQD ]D VSUMHpDYDQMH UDND GHEHORJ FULMF

Dokazana je antimikrobna aktivnosti protiv kariogenih i parodontnih bakterija.
SROLIHQROL pSrepivchoQus hiéins(Sakihxka i sur., 1989, sobrinugSakanaka
i sur., 1990) iPorphyromonas gingivaljgakterije odgovorne za stvaranje karijesa (Kakuda i
VXU 6DNDQDND L VXU 1IHUROLGRO L] KODSOML
prisutni u zelen® pDMX SULGRQRVH DQWLEDNWHULMVNRM DNWL"®
Streptococcus mutans$QWRQ\ L 6KDQNDUDQDU\DQD SROLIHQT
LPDMX VLQHUJLVWLpPNL XpLQDN QD DQWLEDNWHULMVNX DN\
VXU %DNWHULMH NRMH XJURNXMX NDULMHV SURL]YR
FDNOLQX QR pDM PRaH SRYHUDWL RWSRUQRVW ]XED QD NL
NDULMHVD pDMHYLP SROLIHQROLPD MH n®aR®MNdAddyHQD LVV
Shankaaranaryana, 1997).

IHNL UH]XOWDWL XND]XMX QD WR GD VX NDWHKLQL
*XWPDQ L 5\X (*&* DIJOXWLQLUD L LQKLELUD YLUXVH
VWDQLPpQLP NXOWXUDPD $ QidljerpratiX ¥nQiMa BIN WrusaQ Brotiw G RN D
URWDYLUXVD L HQWHURYLUXVD X VWDQLpPpQLP NXOWXUDPD
(Mitscher i sur., 1997).

2.4. Bakterijska celuloza

CelulozajenMUDALUHQLML ELRB®OdRastidhak@ie biomadée Hil X
predstavnik mikrobnih ekstracelularnin polimera. kiggijska celuloza (BC) pripada
proizvodima primarnog metabolizma. Sintetiziraju ju bakterije koje pripadaju rodovima
Acetobacter, Rhizobium, AgrobacteriumSarcina (Jonas i Farah, 1998 1DMXpPpLQNRYLW
SURL]JYRYDp EDNWH U L MéghtiMnaFaldeXj® dtigre kiddlintd vdetobacter
xylinum (prema novijoj klasifikacijiGluconacetobacter xylinuysramada i sur., 1997), koja



predstavlja modelni mikroorganizam za temelina i PEMHQMHQD LVWUDALYDQ
<DPDGD 7D VX LVWUDALYDQMD XVPMHUHQD QD PHKDC
QD QMHJRYX VWUXNWXUX L VYRMVWYD NRMD XND]XMX QD ¢
RG QDMYDAQLMLK VYRMRWMD YIIH BNCANPW MV NI VINW WROX NRMD
FHOXOR]J]H REDYLMHQH KHPLFHOXOR]JRP L OLJQLQRP plLI
ekonomski neisplativ postupak.

8SUDYR JERJ VYRMLK MHGLQVWYHQLK VYRMVWDYD NRN
st XNWXUH EDNWHULMVND FHOXOR]D LPD YLAHVWUXNX SULT
LQGXVWULML D NDR ELRPDWHULMDO VH XSRWUHEOMDYD X

2.4.1. Struktura bakterijske celuloze

6WUXNWXUX EDNWHULMVNH FHOKL3 RykangkihQahacaO DN QD
Molekulskeje formule kao i celuloza biljnog podrijetla, §8100s)n. Glukanski lanci povezani
su intemolekulskim i intramolekulskim vodikovim vezama (Slika 2.). Mikrovlakna
bakerijske celubze prvi je opisao Muhlethaler NRML MH XRpLR GD VX RNR

od vlakana iz biljne celuloze (Chawla i sur., 2009; Gayathry i Gopalaswamy, 2014).

intramolekularne vodikove veze

intermolekularne
vodikove veze
(izmedu
susjednih lanaca)

Slika 2. Kemijska struktura bakterijske celuloze {Idlam i sur., 2012).

, VWUDAaLYDQMD SURYHGHQD QD VWUXNWXUL EDNWHUL
SRWSXQR LGHQWLPpQD ELOMQRM FHOXOR]L 6OLND DOL
VYRMVWYLPD 8VSRUHGQL ODQFL EDNWHULMMNSHMFHOXOR]



predstavljaju najtanja prirodno stvorena vlakna, koja se mogu usporediti samo s vlaknima
celuloze iz godova drveta (Kudlicka i Brown, 1997).

Sirina vlakana | Ljudska kosa

Bilina celuloza

Slika 3. SEM snimka usporedbe uzoraka bakterijske i biljne celuloze koja prikazuje
povezanu3d PUHA&X FHOXOR]QLK YODNDQD 7RUUHV L VXU

2YDNR JXVWR XPUHAHQD YODNQD L SULSDGDMXUH V
SOXWDMXiUX SHOLNXOX RSQX NRMDer6bRiR bakteXjaiid ra3th8 RN U HW
Y L 8dofcentracijama kiEND QD SRYUaALQL KUDQMLYH SRGORJH 6O0OLN

Slika 4. Bakterijska celuloza na kraju fermentacije. Pristupljeno 16. 05. 2017.
(http://news.softpedia.com/news/Maéf@mbuchad2984.shil).
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http://news.softpedia.com/news/Male-Kombucha-42984.shtml

.DUDNWHULVWLPQD VWUXNWXUQD IL]JLPND L PHKDQLPN
Su njene ekstruzije i proizvodnje izvan bakterijske stanice. Izlaskom kroz pore membrane
formiraju se protofibrili promjera otprilike -2 nm. Protofibrili se skujdju u mikrofibrile
YHOLPLQH [ QP ,JXFKL L VXU

(OHNWURQVNRP PLNURVNRSLMRP VWDQLpPpQR-BORPRWDD
SRUD L] NRMLK L]OD]H FHOXOR]QD YODNQD 3ULMM VLQWH]
glukana (Benziman sur., 1980). Prisutnost takvih agregata ukazuje na to da je sinteza
PQRJLK O-DOQDFONDQD NDUDNWHULVWLPQR VYRMVWYR VLQV
QLALP RUDJQL]PLPD 2EOLN L YHOLpPLQD JOXNDQVNLK ODQ
RGURYBRORADMHP L YHOLPLQRP HVNWUX]LMVNLK PMHVWD I
sur., 1991).

A. xyinum SURL]YRGL FHOXOR]X X GYD UD]OLpLWD REOLN
VWDELOQLMX FHOXOR]X ,, *OXNDQVNL ODQFL VX NRG FH
FHOXORI]L ,, QDVXPLpPQR SRUHGDQL <X L $WDOOD 5
struktuUL EDNWHULMVNH L ELOMQH FHOXOR]H VX RGJRYRUQ
FHOXOR]H XNOMXpXMXUL YLVRNX NULVWDOLQLpPQRVW PHKI

90DNQDVWD PUHaD EDNWHULMVNH FHOXOR]H VH VDVW
XUHYHQLKO @QWmp®RD awR UH]XOWLUD VWYDUDQMHP KLGURJ
Acetobacter xylinum SURL]JYRGL FHOXOR]X , YUSFDPD VOLpPDQ
WHUPRGLQDPLPpNL, ¥WREWLB BQ ISR DMHRUQD 60LFL &KDZOL
procesaVLQWH]H SURWRYODNQD JOXNR]JQRJ ODQFD VH L]OXpX
PHYXVREQR IRUPLUDMX QDQR YODNQDVWH FHOXOR]QH WU|
PUHAQR REOLNRYDQX VWUXNWXUX EDNWHULMBDatHarF HOXOR]

2YDNR VLQWHWL]LUDQD FHOXOR]D LPD YUOR YHOLNL E
njena hidrofilnost, biorazgradivost i veliki kapacitet za kemijske modifikacije (Klemm i sur.,
2005).
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Slika 5. Sinteza celuloznih mikrofibrila s bedijom A. xylinum(Chawla i sur., 2009)

2.6. Struktura fibrila bakterijske celuloze

Primjenom 3C nuklearne magnetske rezonancije za strukturnu analizu celuloze
RWNULOR VH GD MH QDWLYQD FHOXOR]D JUDYHQDIRG GYLM

9DQGHUKDUW L $WDOOD CHVKN *Q DY P RIDH O L N
XRpLWL QD VSHNWUX NRG SSP SUL palduMetcElQd&zOHW SUHC
+LUDL L VXU VX XRpLPR &G DGRENRMER P X\OVR BHRAHRIIXO R ] D

hidrotermalnog tretmana (pri temperaturi od 260°C) od 30 min u blago alkalnim uvjetima.
%XGXiL GD MH IRUPILUBDOHH LEHOXQM®RR JPIRAH VH IDNOMXpLWL
WHUPRGLQDPLPpNL VW D.Eilik@ kigtalirReGje FeelOloz® RIMUPLUD YHUOH
mikrofibrile, dok celuloza | formira manje. Celuloza.|VH PRUD NULVWDOL]JLUD)
HQHUJHWVNRP SRGU Xé@rMeXzaRt@nsfoHmacq Ri$tdla iz celuloze d |

potrebna visoka temperatu Kristalni sustav celuloze. lje triklinski, a celuloze 1 je

monoklinski (Horii i sur., 1997). Dakle, kristali nativne celuloze se sastoje od dva alomorfa,
celuloze li 1 (Yamamoto i Horii, 1993). Omjer celulozeilceluloze | se razlikuje od vrst

GR YUVWH +RULL L VXU 'D EL VH RGJRQHWQXOR ]JERJ
LP MH RPMHU UD]JOLpPLW RG Y UVWHicdhdtetydastan yylinug®U LV WL
PRGHO %LRVLQWH]D FHOXOR]H RY HjeuStanhovijéndldi $& dvhier WH P H (
alomorfa celuloze mijenja ovisno o uvjetima kulture (Yamamoto i Horii, 1994; Yamamoto i

Horii, 1996). Prema strukturnom modelu iz rada Haigler i Weimer (1991), velik dio mjesta
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koji sintetiziraju celulozu se nalaze na plazmimogmbrani bakterijske stanice. Celuloza

sintaze u navedenim mjestima proizvode 182 celuloznih lanaca u obliku malih fibrila
SURPMHUD QP WH LK OXpH NUR] SRUH QD PHPEUDQL X
kultura. Takvi fibrili se nazivaju suplememnta fibrili, a oni se agregiraju u mikrofibrile
promjera 3 QP NRML VH GDOMH DJUHJLUDMX X-6Mf& YHUH
Kristalizacija se inducira tijekom procesa agregacije jer su suplementarni fibrili premali da bi
kristalizirali. Celuloza iz m&J VNLK DOJL L EDNWHULMD 3ADRGAMH pPQ RERVHE
udjel celuloze liznosi 0,63. Na primjer, maseni udjel celulozed alguvalonia macrophysa

je 0,64, a z&alonia aegarropilaM H =D VOXpDM EDNWHULMVHNH FHO X
soju bakterije te temperaturi uzgoja i iznosi od 0,64 do 0,71. S druge strane, celuolz&IL
YHOLN GLR VWDQLpQH VWLMHQNH NRG YLAaLK ELOMDND SU
VXU %DNWHULMVND VH FHOXQ@RQD PRWH V8 URNLL PP RLG GW (
X]JRMHP 8 VWDWLpPpNRP X]JRMX VH EDNWHULMVND FHOXOR]
X GLQDPLpNRP X]JRMX MH EDNWHULMVND FHOXOR]D GLVSHL
L YODNQD 'LQDPLPpNL Xintiesijshv prowdriuGhbkierijske celuloze, a
VWDWLpPNL X]JRM VH NRULVWL ]D LVWUDALYDQMH SURFHVD
VXU VX WDNRYyHU XVWDQRYLOL GD MH VWXSDQM SRO
X]JRMX QHJRRR XWBWXpNYD pLQMHQLFD XND]XMH QD WR
SURL]YHGHQD GLQDPLpPNLP X]JJRMHP YHAH YL&H YRGH RG
VWDWLDpPNL P BXNNRMV &hRliza je otkrila da bakterijska celuloza proizvedena
GLQDPLPNLP X]JRMEdRIMBOIGUAL PDQ

2.7. Biosinteza bakterijske celuloze

Biosinteza bakterijske celuloze je precizan proces reguliran mnogobrojnim enzimima
i regulatornim proteinima. lako mehanizam polimerizacije glukoze u celulozu kod bakterija
nije potpuno poznat, mehanizam sinteze urilfosfoglukoze (UDPGIc) je dobro obfaQ M H Q
%LRVLQWH]D FHOXOR]H XNOMXpXMH SURL]JYRGQMX 8'3*0OF
]DWLP SROLPHUL]BEBgMoziddd Xér&nad u celulozni lanac. Individualni
FHOXOR]QL ODQFL L]J]OD]H L] VWDQLFH &awRmngtbPONIXMH SR
FHOXOR]QLK YODNDQD QD SRYUaALQL VWDQLFH 6WYDUDQMLI
6.).
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Glukozne
jedinice
|\

glukokinaza UGPaza ,:7:72'11;1::3-5-111:?;:-3'
e _e , ;
) Glukoza ) GlcGP sssssp Glc-1-P wemsp UDP-Glc
L O lefore \\ l Vlakna
6.PCDH i g .
Glukonat Glukonat o ) tGLacfom;aw . Glukoza N
GAD 7 entoza fosfatni pu . \\:&
4 = § B Ciklus limunske kiseline @] ¢ .

Dketoglukonat | __—\ %
S-ketoglukonat
l. 2-KGOH citoplazma

2.5-ketoglukonat

Fibril

Slika 6. Biosinteza celuloze #. xylunum GDH glukoza dehidrogenaza, GADH glukonat
dehidrogenaza, KGR ketoglukonat reduktaza&GDH 2-ketoglukonat dehidrogenaz&S
celuloza sintaza, GK glukokinaza, FBP fruktdz&-bifosfat fosfataza, FK fruktokinaza,
1FPk frukotozal-fosfat kinaza, PGl fosfoglukoizomeraza, PMG fosfoglukomutaza, PTS
sistem fosfotransferaze, UGP pirofosforilaza uriddifosfoglukoza, UDPGIc uridin
difosfoglukoza, G6PDH glukozé-fosfat dehidrogenaza (Tal i sur., 1998)

%LRVLQWH]D FHOXOR]J]H NRG EDNWHULMD MH YH]DQD
DQDEROLpPNH UHDNFLMH X VWD Q LA xylinKiid KoistK puX exdtoza VL QW H
IRVIDWD WH FLNOXV OLPXQVNH NLVHOLQH ]J]D VLQWH]X FHC
(Ross i sur., 1991; Tonouchi i sur., 199@). xylinum PRaH SUHYHVWL KHNVR]H
dihidroksiaceton, piruvat i dikarboksilne kiselin FHOXOR]X V XVSMHaAQRVYV
dikarboksilne kiseline ulaze u ciklus limunske kiseline i konvertiraju se u heksoze preko
JOXNRQHRJHQH]H &WR MH VOLpPQR PHWDEROL]PX ]D JOLFH
pentoza fosfata. Direktni prekunsza biosintezu bakterijske celuloze giuikoza koja se
fosforilira u glukozu6-fosfat (Gle6-3 S R P Rlukbkinaze Glukoza6-fosfat zatim
izomerizira u glukoztl- |RVIDW SRPRUX IRVIRJO XN&sRatXsd/ prévddi Dz JOXNR
UDPGlcpirofosforilazu u UDPGIc. UDPGlpirofosforilaza je neophodna za sintezu
celuloze, a njena aktivnost varira ovisno 0 BjxyinumNDMYHUX DNWLYQRVW SRNL
xylinumssp.sucrofermentanBPR2001 (Bielecki i sur. 2005).
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%LRVLQWH]D FHOXOR]H X EDNWHULMDPD MH NDWDOL’
membranski protein molekularne mase 800 kDa koji je vezan za citoplazmatsku

PHPEUDQX &HOXOR]D VLQWD]D VDGUAL VSHFLILpQH DPLQR

UHJLML %URZQ L 6D[HQD 6LQWH]D EDNWHULMVNH F

SOD]PLQH PHPEUDQH \BIRPRKHW FHOROKJIHJI NRPGD I$RYD HY D
EDNWHULMD 3UL WRPH QDVWDMX WDQNH -20d®3040 AHOXOR]|
NRMH VH QDGRJUDYyXMX MHGQD QD GUXJX X KRULIRQWDOQR

Celuloza

!

| > UDP-glukoza glukoza

UDP-glukoronska kiselina -1-fosfat ! L fosfat /))ur heksoza monofosfata

frukt0za-6-05fal ~ cem—  glUK0Za-3-fosfat

oligomer glukoronske kiseline fruktoza-1-fosfal e fruktoza-1,6-bisfosfat —
! J
J
Shah 1 sur., 2013

|

Linisur., 2013

fosfoglukonska Kiselina ==

glukoronska kiselina fruktoza

Slika 7. Biokemijski put sinteze bakterijske celuloze {ldlam i sur., 2012)

2.8. Uzgojbakterijske celuloze

%DNWHULMVND FHOXOR]D VH PRAH SURL]JYRGLWL VWD
VYDNL RG RYLK SRVWXSDND UH]XOWLUD UD]OLpPpLWLP REC

VWDWLPpQLP XYMHWLPD X]JRMD D IRGWVW WR GLLUPHM@D L RHYM>OWR KO
LVSUHSOHWHQLK YODNQD GRN VH SUL X]JJRMX QD WUHVLC(
kugle ili peleti nepravilnog oblika (Tanskul i sur., 2013).
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VWDWLPpQL X]JIR| X]IJRM QD PMH&aD(

Slika 8. % DNWHULMVND FHOXOR]D VQWHWL]LUDQD X VWDWLpQ
2002).

BURFHV VLQWH]H FHOXOR]H SRG VWDWLpPpNLP XYMHWLP
QD SRYUaLQL D SULQRV R NRQFHQWUDFLM &talbpM&ildD XJIJOM
RFWHQH NLVHOLQH SRYHUDYD VH SULQRYVY EDNWHULMVNH |
EDNWHULMVNH FHOXOR]H GRVH&H VYRMX NUDMQMX JUDQLF
SUL pHPX EDNWHULMH SRVW D MxEkriheCkBikow (BORQathi | BéSduagHGRY R

8 LQGXVWULMVNRM SURL]JYRGQML NDR QDMEROML QD
VXSvVWUDWD MHU MH SRVWLJQXWD YHUD SURGXNWLYQRVW
2014).

Suprotno tome, zbog niskog pQRVD SUL VWDWLPQRP QDpPLQX S
EDNWHULMVNH FHOXOR]H NRMD VH NRULVWL X NRPHUFLMDC(
sintetiziraju nepravilni oblici celuloze, bilo kao vlaknasti ovjes, kugle, peleti ili nepravilna
masa (Yan i suy 2008, Wu i Lia, 2008). Ovakva bakterijska celuloza ima manju
NULVWDOLQLPQRVW PHKDQLPNX pYUVWRUOUX L VWXSDQM S|
VWDWLPpQH NXOWXUH 6KL L VXU JRGLQH ,VWUDAaLYD
sinteWL]LUDQLK REOLND FHOXOR]H VPDQMXMH V SRYHUDQMHP
NRQFHQWUDFLMH JOXNR]JH XWMHpX QD SURVMHpPpQH SURPI
IRUPLUDQMD UD]OLpPpLWLK REOLND FHOXOR]H X] WUHEAQMX M
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2.8.1. Qptimiranje proizvodnje bakterijske celuloze

BURFHV SURL]YRGQMH EDNWHULMVNH FHOXOR]H VH PF
FHOXOD]QRJ NRPSOHNVD X KUDQMLYX SRGORJX &HOXOD
egzoceb EL RJO X N R ]JiglBkojzidazu. Tonouch L VXU VX SURXpPpLOL S
FHOXOR]H SR PRluicEndatabdekenkidiny&oji je mogao vezati celulozu, ali nije
LPDR HQGRJOXNDQD]QX DNWLYQRVW NDNR EL LGHQWLILFL
samu proizvodnju. Utvrdili su dHHQGRJOXNDQD]QD DNWLYQRVW D QH X
SREROMAaDYD SULQRV FHOXOR]H X SURFHVX 'RGDWDN PDO
polimerizacije bakterijske celuloze, nego djeluje pozitivho na proizvodnju (Tonouchi i sur.,
1995). Osim toga X WYUYHQR MH GD VH GRGDWNRP RWSDGQH VXOI
(CP prah, engCP powder X KUDQMLYX SRGORJX ]QDpDMQR SRYHUDY
FHO XOR]H GfieoRdratobacter xylinusCP prah je frakcioniran gel filtracijom na
Sephadex &5 u visokomolekularnu frakciju (A) i niskomolekularnu frakciju (B) te je
XWYUYyHQR GD MH YLVRNRPROHNXODUQD OLJQRVXOIRQDWQ
celuloze. Premjet i sur. (1996) SWDNRYHU VHSDULUDOL &3 SUDK WDORAl
talogu se nalazila visokomolekularna frakcija (C), a u supernatantu niskomolekularna frakcija
(D). Frakcija C se uglavnom sastojala od visokomolekularnog lignosulfonata poput frakcije
$ VDGUADYPDOX MROLpPpLQX a4HUHUD L LPDOD MDNX DSVRUE
VDGUADYDOD YHOLNX NROLpPLQX aHUHUD L LPDOD MH QL

HNYLYDOHQWQD IUDNFLML ' 'RGDWNRP IUDNFLMD $ L %
XPLOQNRYLWRRGQBMHRFHOXOR]H SUL pHPX MH IUDNFLMD $ L
IUDNFLMH % 3UHPMHW L VXU JUDNFLMD $ MH ELOD

YLAHVWUXNLP WDORAHQMHP V HWDQRORP pLPH VH GRELR \
$ ELOD SRGYUJQXWD QRYRP WDORAHQMX SUL pHPX VH GR
MH GD YLVRNRPROHNXODUQD IUDNFLMD $ QDM]QDpDMQLM
IUDNFLMD $ L $ QHEWR PDQMH XWMHpH Q@& frakdile@BRj}¢ 3UHP N\
RNR GYD SXWD YHUD RG HILNDVQRVWL IUDNFLMD $ L & 3UF
SUDKX QHPDMX YHOLNX XORJX X ELRVLQWH]L FHOXOR]
OLIQRVXOIRQDWQD IUDNFLMD ELOD n8 graduktantiddtQoibcedd R MH
SBRYHUDQMH SULQRVD FHOXOR]H MH SULPLMHUHQR L NDGD
lignosulfonat (Premjet i sur., 1994). Utjecaj askorbinske kiseline (vitamin C) na proizvodnju
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EDNWHULMVNH FHO X O Rj&Glycanadcatddadteé DxRlin@sbr GeHL0243,) IOV

13693, IFO 13772 i IFO 13773 (Keshk, 2014)inBs SURFHVD MH ELOD YHuUD ]E
YLWDPLQD & X SRGORJX WH& W H #os piockgaQuRr/do@eka M H .
vitamina C bila je 25 g/30 mL). VéD SURGXNWLYQRVW MH YH]DQD X] SDG
kiseline. U istom radu provedena je i difrakcijaziaka. Rezultati kristalografske analize su

SRND]|DOL GD MH LQGHNV NULVWDOLQLpPQRVWL YUOR QL]D
rezultati SRWY U&1@I5 DQDOL]JRP 3RYHUDQMH SULQRVD FHOXOR]
GRJDYD JERJ DQWLRNVLGDWLYQRJ HIHNWD NRML SRVMHGXM

%LRVLQWH]D FHOXOR]H L] UDJOLpPLWLK L]YRUD XJOMLN

Za proizvodnju celuloze #\. xylinumse do sada uglavnom koristila glukoza.
OHYyXWLP SURYHGHQD VX L LVWUDALYDQMD V GUXJLP L]
ROLJRVDKDULGD &4&NURED DONRKROD L RUJDQVNLK NLVHO
glicerol su imali gotovo isti prinos ceh#e kao i glukoza (Masaoka i sur., 1993). Prinos
FHOXOR]H X RGQRVX QD SRWURAHQX JOXNR]X VH VPDQM>
JOXNR]JH D SULQRV JOXNRQVNH NLVHOLQH MH YHUL V SR)Y
Smanjenje prinosa celuloze se WM DWQR GRJDYD JERJ WRJD awWwR VH JC
JOXNRQVNX NLVHOLQX 2SWLPDOQL S+ ]D SURL]JYRGQMX FH¢
L VXU VH SURXpDYDOD S D R DERN\GROANCSFRIeIBRE] H L |
xylinus KU- . RO L¢abi@ebe celuloze iD>-DUDELWROD MH ELOD SXWD
dobivene izD-glukoze. UD-DUDELWRO KUDQMLYRM SRGOR]JL NRQDpPQL
SULVXWQD JOXNRQVND NLVHOLQD ]J]ERJ pHJD MH QDVWD
8 V S R ldenk prinosa celuloze iz glukoze, galaktoze i ksiloze kao izvor ugljika, pokazalo
se da galaktoza i ksiloza daju manji prinos zbog manje brzine rasta mikroorganizama.
Mikrofibrili iz proizvodnje na ksilozi su bili manje konzistentni od onih iz proizvodmge
JOXNR]L $QDOL]D SOLQVNRP NURPDWRJUDILMRP MH SRND]
proizvedenog uz ksilozu kao izvor ugljika i dalje bio 80% glukoze te 20% ostalih
PRQRVDKDULGD 7DNRYHU QLMH ELOR UD]OL byt i2vokaAW XS Q M >
XJOMLND VH PRaH VPDQMLWL WUR&GDN SURL]JYRGQMH 3ULQ
maniji od prinosa celuloze iz glukoze zbog niske aktivnosti invertazéAkaglinum Ako se
VDKDUR]D XpLQNRYLWR KLGUROL]Judid TRjim& Hsw.H19SH ¥uH i D W L
unaprijedili proizvodnju bakterijske celuloze -kaltivacijom dvaju sojaGluconacetobacter
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xylinus (NCI 1051 ili ATCC 10245 i NCI 1005). Produktivnost-kaltivacijskog procesa je

ELOD PQRJR YHUD RG SUR BihdhDkoturht] Geddra@d RkbRdPinwetiay &)

N R M XGlocoacetobacter xylinud & , ,QYHUWD]D MH RPRJXULOD KLC
WLPH YLAH VXSVWUDWD ]D SURL]YRGQMX FHOXORI]H

2.8.3. Reaktivnost bakterijske celuloze

a) Heterogena reakcija

BakterijskasH FHOXOR]D UD]JOLNXMH RG ELOMQH FHOXOR]H
pLVWRUOL EH] OLJQLQD L RVWDOLK ELRJHQLK WYDUL YHO
RWSRUQRVWL QD PHKDQLPpNL VWUHV .HVKN L +iBkeMLD
FHOXOR]JH VX QDGDKQXOH LVWUDALYDQMD R UHDNWLYQR\
karboksimetilacije i cijanoetilacije su provedene na bakterijskoj celulozi kako bi se utvrdila
QMHQD UHDNWLYQRVW 9%DNWH U L EhdetilBciji HkarXoRksiridiilabjid Y L & H
QHJR ELOMQD FHOXOR]D ]JERJ VYRMH YLVRNH NULVWDOLQLY
i Nada, 2003).

b) Homogena reakcija

Homogena reakcija otopljene bakterijske celuloze s acetatnim anhidridom-i fenil
izocijanatRP MH SRND]DOD GD MH VWXSDQM VXSVWLWXFLMH W
%XGXuL GD VH EDNWHULMVNDQRMO XIRRR/JIRR URQMRIMS N LX¥ HOLQL
homogena oksidacija njenih hidroksilnih skupina. Jodiranje celuloze otopljene #n85%
fosfornoj kiselini je uzrokovala nastajanje triestera hipojodne kiseline. Homogene
GHULYDWL]DFLMH SRPRUX RNVLGDFLMH L MRGLUDQMD VX S
se otkriju njihove fizikalnekemijske karakteristike (Keshk, 2008). Rezultatmngovore da
EDNWHULMVND FHOXOR]D RWRSOMHQD X IRVIRUQRM NLVHO
fosforna kiselina degradira kristalnu strukturu celuloze. Stoga, kristalna struktura celuloze ne
XWMHpPpH QD KRPRJHQH U H D NrbdekiHrebkDijR (eahRi Nadalv20g8H NR G K H
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2.9. Primjena bakterijske celuloze

2.9.1. Biomedicina

%XGXuL GD ™MH EDNWHULMVND FHOXOR]D YLVRNH
biokompatibilna, ona se koristi u prehrambenoj industriji, industriji papira te medici

9HOLND PHKDQLpPND pYUVWRUD X QHVXaAaHQRP VWDQMX
WH QH L]DJLYDQMH LULWDFLMD NRA&H pLQL AHODWLQR]QX
XPMHWQRP NRA&RP ]D NUDWNRWUDMQR(SI&& BN BiafWDQMH SR
GengifleX’ VX SURL]YRGL RG EDNWHULMVNH FHOXOR]JH NRML L
GHQWDOQLP LPSODQWDQWLPD 60OXpDMHYL RSHNOLQD GU
SRYUALQVNLK R]JOMHGD VH PRJX R\k§giMtkdGika®rivténiehaV L SRP |
]JDPMHQD ]D NRaX )RQWDQD L VXU $XWRUL VX WDGD
Biofil® WUHQXWQR RODNADQMH EROL GREUD DGKH]LMD X] Ul
VPDQMHQD LQIHNFLMD ODNRUD SRMNOHGEORMRY EHEH ]JERN
VSRQWDQR RGYDMDQMH VORMD QDNRQ |DFMHOMLYDQMD W
QHGRVWDWDN VSRPHQXW OLPLWLUDQD HODVWEPRORVW QI
WDNRYHU UDIWMEHWHQ MBS kivd. IKBVREKQ BUD QMR Ju\bpisali primjenu
EDNWHULMVNH FHOXOR]H &HOOXPHG X YHWHULQDUVNRI
SRYUaL Q Kad lkénhjdi pa3dd

$NR VX NUYQH ALOH RNR VUFD EORNLUDQH ]JERJ VWY U (
SUHPRVQLFX %DNWHULMVND FHOXOR]D VH PRaAH NRULVWLV
abQvD VWYDUDQMD NUYQLK XJUXADND QHJRR N]JR®pPNRGDaW
EDNWHULMVND FHOXOR]D GREUR PHYyXVREQR GMHOXMH V N
QD XQXWDUQMRM VWLMHQFL NRMH VSUMHpPpDYDMX VWYDUD (
LIUDGX XPMHWQLK NUYQLK &LO &ref Rinbi thR GepR Ndtivvia PHK D
EDNWHULMVND FHOXOR]D LPD EROMH PHKDQLpPpNH NDUDNWE
VLQWHWVNLK PDWHULMDOD NBHRHIM RWDXO BWROLL FHRRUORQ 7
NUYQH 4LOH RG VMQ@B WYXNLHKVRMRNOIHNRPSDWLELOQH V QDV
]DGDWDN UD]YRM ELRNRPSDWLELOQLK PDWHULMDOD ]D L]JU
celuloze. POlivinkDONRKRO MH ELRNRPSDWLELOQL SROLPHU NRML
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budle REDU PDWHULMDO ]D L]JUDGX XPMHWQLK NUYQLK AaLOTL
bakterijske celuloze.

8SRWUHED QRVDPD X WNLYQRP LQaHQMHUVWYX MH
VSUMHpDYDQMH GHGLIHUHQFLMDFLMH WH ]D dBGW$tYyLYDQM
LVSUREDOL UD]QL PDWHULMDOL ]D L]JUDGX QRVDpPD SRSXW
fibrina te sintetski polimeri (poliglikolna kiselina, polilaktat, poliviailkohol,
polihidroksietitmetakrilati poliN-L]RSURSLODNUL O D P lu@jek riidd yopahiP MR &
WNLYQL QRVDpL V SULURGQLP FRHWYM@GNNLPYWDDRNWHY BV
NRULAWHQMD NDR QRVDp X WNLYQRP LQAHQMHUVWYX EXGX
bakterijska celuloza (fosforilirana i sulfoniranaHs SURXpDYDOD NDR QRYL PDWH
X]JJRMX JRYHYLK KRQGURFLWD b5H]XOWDWL VX SRND]DOL
SRGUADYD SUROLIHUDFLMX KRQGURFLWD QD QLYRX NRO|
VPLVOX PHKDQLpN.LKudpdradin N weadtikany MalgiNadom, nativha bakterijska
FHOXOR]D MH LPDOD |]QDpDMQR EROML UDVW NXOWXUH KR
EDNWHULMVNH FHOXOR]JH QLMH SREROMAaADOR UDVW KRQGUI
aije SRUR]QRVW QRVDpD YLAH VWDELOL]JLUDOD KRQGURFLWF
SRYHUDOD NROLDPLQ vk Dvietina KN/ hakidrii3ka ckluloza je ispitana
L NDR QRVDp |D KXPDQH KRQGURFLWH NXWHPKORHQ R RNGH)
SUROLIHUDFLMX KXPDQLK KRQGURFLWD &WR J]QDpL GD VH E
X WNLYQRP LQAHQMHUVWY X

Uranim 1980WLP JRGLQDPD -RKQVRQ -RKQVRQ VX ]DSR¢
mikrobne celuloze pri izradi flagt@ za rane. Od tada, brazilska tvrtka Biofill Industries je
QDVWDYLOD LVWUDALYDQMH VYRMVWDYD EDNWHULMVNH
PLNUREQH FHOXOR]JH QD WUAaLd&WX SURL]YRGD ]D QMHJX U
WDNRYHU URPYLMH@D PLNUREQD FHOXOR]D NRMD VH NRUL
VXU OMH&ADYLQD EDNWHULMVNH FHOXOR]H KLWR]DQ
NRULVWLWL ]D LJUDGX QRVDpPpD X WNLYQRP LQaAH®RHUVWY X
7TDNDY SURL]JYRG MH SMHQDVWH VWUXNWXUH 6NHQLUDN
XVWDQRYLOR GD VX PROHNXOH KLWR]DQD SHQHWULUDOH >
VORM L SRUR]JQX PUH&ax ,VWUDALYDQD MHSWID@EKAK MK VW
NRULVWLOL 7 ILEUREODVWL OMH&ADYLQH VX SRND]DOH Y
celuloze (Hioki i sur., 1995).
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Slika9. OHPEUDQD EDNWHULMVNH FHOXOR]JH NRMD VH QH VXalL
UD]JOLPLWLP HREDLRGREDNYIDMYODJX WNLYD L ]QDpDMQR ROL
opeklina (Czaja i sur., 2006).

2.9.2. Prehrambena industrija

Desert,Nata de Cocpjedan je od tradicionalnih narodnih proizvoda posljednjih
sedamdeset godina na Filipinima (Keshk i Sanmea, 2006). IzvoNataiz Filipina u Japan
LPDR MH YHOLNL XWMHFDM QD JOREDOQL SRJOHG ]D aLu
rezultat proizvodnjéNata de CocoS R P RQi Xylinus David (1996) je pokazao ddata de
Coco VQLADYD NROHVW HLetjgk® Eelupald ptimjedfa N kao funkcionalni
GRGDWDN KUDQL MHU PRaH SRVOXAaLWL NDR ]JXaQMLYD)p L
X]JRMD QD WUHVLOLFL LPD SXQR YHUL HPXOJDWRUVNL XpL
Tokura, 1992).

SDNLUDQMH LPD YDaQX XORJX X ]DAWLWL L -RpXYDQ!
PDWHULMDOH |D SDNLUDQMH QDPLUQLFD LOL KUDQH JERJ
QHUD]JUDGLYH DPEDOD&H QD RNROL& %DNWHUIMVND FF
sirovina za proizvodnju biorazgradivih materijala (Tang i sur., 2012.). Strukturno se sastoji od
ILQR XPUHAHQLK PLNURYODNDQD YUOR RWSRUQLK QD YRGX
VYRMVWYD NRMLPD EL VH VSULMHDpL QiBrijskeQdé¢lploZ2zi HQMH K
SUHKUDPEHQRM LQGXVWULML VDaHWR MH SULND]DQD X 7DE
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Tablical. SBULPMHQD PMHADYLQD PRGLILFLUDQH EDNWHULMVNH
industriji (Esa i sur., 2014).

Materijal Uloga Proizvod
BC*/nizin antimikrobno pakiranje meso
BC/polilizin biorazgradivo pakiranje kobasice

BC emulgator surimi
karboksimetil celuloza regulator strukture tijesta tijesto
hidroksipropil metil celuloza SRMDpLYDp W WXpHQR Y
metil celuloza SRMDpLYDp GX jaja

metil celuloza SRMDPpLYDE vitamin C

*BC zbakterijska celuloza
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3.EKSPERIMENTALNI DIO



7LMHN LVWUDALYDQMD

FERMENTACIJA
_ - sobna temperatura, 12 dana
- razli¢iti volumeni &aja i povriine posuda

1 hladenje na sobnu temperaturu
[ priprava kemijski definiranih podloga ] L [ inoknlacija ,majéinskom kultyrom ]

kombuche 10 % teZ/vol

priprava voénog ¢aja, dodatak 70 g/
saharoze i 50 g/L Gajnih listi¢a

sterilizacija, autoklav 121 °C, 20 min I FERMENTACIJA
-12 dana
-20; 28; 36 1 45 °C (termostat)
odvajanje bakterijske celuloze iz \L
hranjivih podloga
l odredivanje koncentracije EtOH,

octene i glukonske kiseline

-ispiranje s demineraliziranom

vodom
-suSenje na zraku 48 h \% o iy . .
odredivanje antimikrobne aktivnosti
VAGANIJE
[suﬁenje u suhom sterilizatoru 12 h, 60 °C ] - > -odredivanje prinosa bakterijske celuloze
-odredivanje WHC
\L -odredivanje WRC

FT-IR spektroskopija

Slika10. 6KHPDWVNL GLMDJUDP WLMHND FMHORNXSQRJ LVWUD:
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3.2. Materijali i metode rada

3.2.1. Priprava kulture kombuche

Komercijalna starter kultur@ombuchge pripravlijena SPDWLPpQRP NXX©ODAWXU R P
X] GRGDWDN J/ VDKDUR]H 8]JRM MH WUDMDRuUu GDQD

termostatu.

9UVWD NRUL&GWHQRJ pDMD

UzgojenakombuchaQDFLMHSOMHQD MH QD ELOMQL pDM V RNX
Hrvatska.
6DVWDY pDMDLWVWNWDNRYL KLEBEORGRYL MDEXNH SOF

aroma crnog ribiza (8,2 %), cimet (8 %) i plodovi bazge (2 %).

3ULSUDYD NRPSOHNVQH SRGORJH IHUPHQWLUDQL pDM

,QIX]LMD ELOMQRJ pDMD MH SULSUDYOM E QkjuGeR GDWN R
GRGDQR L J/ VDKDUR]JH ELMHOL NRQ]XPQL &H
WUDMDOD PLQXWD SUHPD QDSXWNX SURL]JYRYDpD pDM I
pbDMD MH SUHOLYHQD X VWHULOQH 1900,0200 BIfQ kLS RaXOKG H ] D
PHIJD VX X]RUFL LQRNXOLUD®mbxba VNYOMWEHRR]IJRMHQWRHPA Y
Nacijepljeni uzorci su inkubirani pri25& VREQD WHPSHUDWXUD WLMHNRP
MH SUHYUHOD WHNXULQD FHQWkom X0 muh@tf) B s@drhatant eRNU P
XSRUDEOMHQ ]|D GDOMQMD RGUHYLYDQMD .RQRIWPRDMD ¥X]R!

okusom crnog ribiza.

3.2.4. Kemijski definirane podloge

2VQRYQD NHPLMVNL GHILQLUDQD S RieshiRSthrartm LV W UD

WHNXUD SRGORJD +HVWULQ L 6FKUDPP VOLMHGHUHJ V
- glukoza 20
- pepton5
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- NYDa@pHY HNVWUDNW
- dinatrijev fosfat 2,7
- limunska kiselina 1,15
Pripravljena osnovna podloga je sterilizirana u autoklavu tijekom 20 min n&Cl121

apHSULMH VWHULOL]DFLMH MH SRGH&aHQ QD 6WHULOL]LU
WLNYLFD RG P/ X NRMH VX GRGDQH UD]OLPpLWH NRQFH
glicerola.

1. podloga4 tikvice s dodatkom glukoze (1 WHa YRO

2. podoga 4 tikvice s dodatkom fruktoze €1 WH& YRO

3. podloga4 tikvice s dodatkom maltoze{1 WHa YRO

4. podloga4 tikvice s dodatkom glicerola (35 % vol/vol);

5.podloga  WLNYLFH V RVQRYQRP SRGORJRP X] UD]JOLpLWL S+
Podloge su inokulirane s 10 % inokuluma (10 g/100 mL), nakon toga je proveden

uzgoj 14 dana pri 28C (sobna temperatura). Prevrele podloge su centrifugirane pri 2500

RNU PLQ WLMHNRP PLQXWD D VXSHUQDWDQWL VX XSRUD

2 G WhHig pH vrijednosti

Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 14 dana fermentacije. Mjerenja
VX SURYHGHQD QDNRQ SDAOMLYRJ L]X]LPDQMD P/ X]JRUND
GR&A4OR GR RaAWHUHQMD FHOXOR]Q Hzdiia Rviedevijel siN iravidderimO X W D
SRPRUX S+ PHWUD +DQQD ,QGXVWULDO PRGHO +,

2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH RFWHQH NLVHOLQH

8 (UOHQPH\HU WLNYLFX RG P/ VWDYOMHQR MH P/
mL vode i dodano nekoliko kapi fenolftaleif@avako pripremljeni uzorak je titriran otopinom
0 1D2+ GR SUYH SRMDYH OMXELpDVWH ERMH . RQFHQWUI

prema izrazu:

J(CHsCOOH) =V(NaOH) ANaOH) X(podloge) & / Vuzorka (1)
gdje je:
V 1D2+ XW UR & HQ M N&OB ¥nitH Q
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f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

Vuzorka= volumen uzorka (1 mL)

2GUHYLYDQMH NRQFHQWUDFLMH JOXNRQVNH NLVHOLQE

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi
fenolftaleina. Ovako pripremljeni ueak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave
OMXELpPpDVWH E éMrhcija0gukbHIReXiSeIREQW/ L]JUDPpXQDWD MH SUHPD |

J(CeH1207) = (V(NaOH) M(NaOH).A,97) /Vuzorka (2.
gdje je:

V 1D2+ XWUR&GHQL YROXPHQ 0 1D2+ P/
M(NaOH) =molekulska masilaOH (0,1g mot?)

Vuzorka= Volumen uzorka (mL)

2GUHYLYDQMH DONRKROD NHPLMVNRP PHWRGRP

8GMHO DONRKROD X THUPHQWLUDQLP X]JRUFLPD pDMD
biooksidacije etanola do octene kiselineReGUHYLYDQ NHPLMVNRP PHWRGRP N
oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom §&r.O; X NLVHORP RNROLAX
Postupak:

8 RGPMHUQX WLNYLFX RG P/ MH VWDYOMHQR P/ X
GHPLQHUDOL]JLUDQRP YRGRPBEB®H MM RGQRWRUDNDMH SUHEL
NUXaNDVWRJ REOLND RG P/ L QHXWUDOL]JLUDQ V 0 1D2

NRMX UH VH KYDWDWL GHVWLODW VWDYOMHQR MH P
koncentrirane EBQu. Destilat se prekdladila i lule uvodi u otopinu kalijevog bikromata u
(UOHQPH\HU WLNYLFX RG P/ NRMD PRUD ELWL X UDVK

SRODJDQD L SRVWXSQD L WUDMDOD MH GRN VH VDGU&aDM X
3 mL (zato viiHPH MH DONRKRO SUHGHVWLOLUDR 3R ]DYUaH
nekoliko mlazova destilirane vode u istu Erlenmeyer tikvicu u koju je uzorak predestiliran.

6DGUADM WLNYLFH MH SURPXUNDQ |]DpHSOMHQ JXPHQLP p
poWSXQH RNVLGDFLMH DONRKROD 7LMHNRP RNVLGDFLMH D
MH GUXJL GLR RVWDR X VXYLANX =DWLP MH VDGUADM NYD(
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500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200 mL destilirane vode radirézy HQ M D L- P/
WQH RWRSLQH ., UDGL RGUHYLYDQMD SUHRVWDOH NROI
]JDPHSOMHQR PLQXWD

Tada dolazdo oksideredukcijskereakciie L]PHYyX SUHRVWDORJ NDOLMHY
., NURP VH L] @&HVWHURYDOHQWQRJ UHGXFLUD X WURYDOH
MRG JERJ pHJD RWRSLQD GRELMH WDPQX ERMX 3ULWRP
ekvivalentnoj kalijevom bikromatu

Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfataga),
SUL pHPX GROD]L GR RNVLGRUHGXNFLMH L]JPHYyX MRGD L QD
a tiosulfat oksidira. Kad je boja postala svjetlija, dodano je 5 mEVMISQ H RWRSLQH aNuU
titrirano do pojave tirkiznaelene boje.
Koncentracija (vol %)DONRKROD MH L]JUDpXQDWD SUHPD MHGQDGAEL

alkohol (vol %) = (10 — A (3.)
D XWURGDN NaS®RMBSLQH

, JUDpXQDYDQMH PDVH L SULQRVD FHOXOR]QH ELRPDVI

IDNRQ GDQD IHUPHQWDFLMH SOXW D MotiitanihtdhORY L FF
SRYU3ELQL KUDQMLYLK SRGORJD VX SDAaOMLYR L]YDYyHQL L]
YRGRP L RVWDYOMHQL SUHNR QRUL X 0 1D2+ QD VREQRM !
mikroorganizama i sastojci podloga. Nakon toga su gelokiebigke celuloze ispirani
GHPLQHUDOL]JLUDQRP YRGRP VYH GRN S+ YRGH |]D LVSLUDQ
(Toda i sur., 1991). Oprani gelovi su uronjeni u 94rfdEtOH tijekom 2 sata, izvagani da bi
VH LIPMHULOD PDVD YODARDHOPNR@OWRIB EMRPYOO/MHQL QD
sterilizator pri5& VDWD ,]JPMHUHQD MH PDVD FHOXOR]QH ELRPD

Meb (g) = Mye =M 4.)

gdje je:
ms PDVD YODAQH VXKH FHOXOR]QH ELRPDVH J
Myt PDVD Y OD a@bsevnd Kraju f&ménhtacije (g)

mi = masa inokuluma (g)
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Prinos celulozne biomasedfY MH L]JUDpXQDW SUHPD IRUPXOL

“tj_lccgmk_dcimldcpkclr_aghg_ Imglmisjsk_A (5)

0, ::‘
ch(/O) “gxtm@el nm«cridcpkelr_aghc

2GUHYXYWMHFHDMD SRYUELQH L GXELQH KUDQMLYH SRG
bakterijske celuloze

6YL LVWUDALYDQL X]JRUFL SULSUDYOMHQL VX X VWDNO

a) Kemijski definirana podloga
- Erlenmeyer tikvice volumena 300 mL (d = 8,7 cm; h 561én; a = 59,4 cA).

E .RPSOHNVQD SRGORJD pDM

- Staklena posuda volumena 720 mL (d =9 cm; h=12 cm; a= 7?1 cm

- Staklena posuda volumena 370 mL (d =10 cm; h =6.5cm; a = 33,2 cm
- Staklena posuda volumena 1000 mL (d = 10 cm; h = 18 cni;184 cm).

2GUHYLYDQMH NDS D F L WergWat¢DHBIdidghOamacity) WHCR G H

.DSDFLWHW ]DGU&ADYDQMD YRGH EDNWHULMVNH FHO.
IHUPHQWDFLMH %LRPDVD MH L] SUHYUHOLK SRt&RID L]YD
GD VH XNORQL YLADN WHNXULQH L QDNRQ WRJD L]YDJDQC
RVWDYOMHQD GD VH SRNULYHQD ILOWDU SDSLURP VXaL QD
YRGH QDNRQ pHJD M HCVXsiihb@ Bterilizétorakb bi se u potpunosti
XNORQLOD YH]DQD YRGD .DSDFLWHW ]DGUADYDQMD YRGH
i sur., 2010):

T+ & PDVD YRGH XNORQMHQD WLMHNRP VXaHQMD J VXKD
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2GUHVLYDQMH E U]dedengRVALS RaEI¥AE: RMD WRR)

=D RGUHYLYDQMH EU]JLQH RWSXawDQMD YRGH L] QRY
PDVH YODAaQLK X]J]RUDND VX PMHUHQH NRQWLQXLUDQLP
razmacima do konstantne mase. Tijekom pokusa, uzorci supdiilranjeni na sobnoj
temperaturi u Petrijevoj zdjelici, pokriveni filtar papirom (Shezad i sur., 2010). Rezultati su
SULND]DQL JUDILpNL NDR RGQRV PDVH RWSXaWHQH YRGH X

3.2.13. FFIR spektroskopija

Svi uzorci bakterijske cedl OR]H VX VXaHQL X VXKRP VWHULOL]DW
]JGMHOLFDPD X WDQNRP VORMX D QDNRQ WRJD XVLWQMHC
uzoraka snimljeni su u kalijevu bromidu na -$Rektrofotometru Bruker, ALPHA
Transmittance FTIR Spectretre pri rezoluciji od 2 crhu rangu od 4000 do 400 ¢m

3UHWUDAQD HOHNW URgS¢ahDg EledirohRWCkoScSply MEBM)

SUHWUDA&QD HOHNWURQVND PLNURVNRSLMD 6(0 Q
THVFDQ9HJD (DV\SUREHQRF QWD PRY RKXEDWDYDMXUHP QD S

su prethodno napareni vodljivim slojem zlata i paladija.

2GUHYyLYDQMH NULVWDOLQLpQRVWL EDNWHULMVNH FH

2GUHYyLYDQMH MRGQRJ EURMD VH L]YRGL SXWHP PHW
NROLpLQH DSVRUELUDQRJ MRGD X DPRUIQLP SRGUXpMLP
indirektno, titracijom preostalog joda u otopini s 0,01M$#@s.

Postupak:

Uzorak celulozne biomase (0,3 g) stavljen jerlemeyerovutikvicu od 300 mL sa
aOLIRPvens2mlLtopine joda (5 ¢ k 40 g KI + 50 mL HO). Reakcija je trajala 3
PLQXWH L QDNRQ WRJD MH X UHDNFLM YtbpiheMBI0OH %% G RGD G
SURPLMHADQR L RVWDYOMHQORIQPLWBE2QRRH MVPHDUWKWQD PN
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togD MH SUHRVWDOL MRG RGUXDPHR] WNWRDALIVRREQGLNDWRD
RWRSLQH |D SLSHWLUDQMH GRGDQR MHthadpia-HPL YRGH L
Slijepa proba (sve isto osim celuloze).

.ROLpLQD DSVRUELUDQRPIMREBOQDGAEIDpXQDWD SUH

o :C)?C);CBé&&fB@B( g celuloze) )
broj = N A m celuloze 6.
: a L@?—_a A 9%

gdje je:
a rvolumen 0,01 M Ng&5,0z XWUR&HQ |]D VOLMHSX SUREX P/
b-volumen 0,01 M Ng50Os XWUR&@HQ |D WLWUDFLMX X]J]RUND P/
m +masa uzorka (g)
w zudjel vlage (%)

ApsorpciaMRGD PR&H SRVOXALWL ]D RGUHYLYDQMH LQGHN
u amorfnim dijelovima molekule celuloze. Inverzna vrijednost jodnog broja razmjerna je
NULVWDOLQLpQLP GLMHORYLPD FHOXOR]JH L LJUDADYD VH I
koMX VX SUHGORALOL 1HOVRQ L VXU

Cr | = 100 (1 broj / 412 ~100) (%) (7.)

2GUHYLYDQMH DQWL RambutRaEhb@MWM D NWLYQRVWL

Antimikrobna aktivnost inhibicija rasta odabranih test mikroorganizBswherichia
coli, Salmonella typhimmium, Pseudomonassp.i Vibrio choleme RGUHYLYDQ@D MH G
GLIX]LMVNRP PHWRGRP .DR WHVW PLNURRUJDQL]PL NRUL:
=ELUNH PLNURRUJDQL]DPD /DERUDWRULMD ]JD RSuUX PLNUR
PrehrambencELRWHKQRORA&NRJ IDNXOWHWD X =DJUHEX
1D SRYUALQX pYUVWH KUDQMLYH SRGORJH X 3BHWULMHYRM
tessPLNURRUJDQL]DP SRVWDYOMHQL VX GLVNRYL V RGUHYHC
inkubacije spoj je difund DR UDGLMDOQR L] GLVND X DJDU WYRUHUGL J
0 njegovom antimikrobnom djelovanju inhibirao rast mikroorganizma u okolini diska.
Prozirna zona u kojoj nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (ZI) i indikacija je

osjetljivost mikroorganizma prema mikroorganizmu s antimikrobnim djelovanjem.
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4. REZULTATI | RASPRAVA



%DNWHULMVND FHOXOR]D LPD YUOR &4LURNX SULPM
biomedicine, biofarmaceutke$ UHKUDQH JERJ VYRMH MHGkENIKMY HQH plL
svojstava. U prehrambenoj se industriji bakterijska celuloza koristi kao izvor vlakana,
]IXaQMLYDp L VWDELOL]DWRU X UD]J]OLpLWLP VODER PDVQLF
sur., 2012).

Kombucha MH THUPHQWLUDQL QDSLWDN NRML VH YLaH R
SULSUDYOMD L NRQ]XPLUD X |[HPOMDPD GDOHNRJ ,VWRND (
WUDAHQL QDSLWDN GLOMHP VYLMHWD %ODQF a, 'REL’
QDMpHEaUH FUQRJ L ]JHOHQRJ SRPRUX VLPELRWLpPNL JGUXal
roda Acetobacter L UD]OLpLWLK URGRYD BretRmohlycQ LRichilYDVDF
ZygosaccharomycdsSaccharomycg@gTeoh i sur., 2004). Fermentacija se odvija obn®j
temperaturi od 7 do 14 dankombuchaLPD RNXV SR MDEXNRYDpL QR WD
fermentacije mijenja od slatkastog i blago kiselog do izrazito kiselog, octenog okusa, koiji
QDVWDMH NDR SRVOMHGLFD SURGXaHQH IHUPHQWDFLMH %

Napitak e WWOR VOR&HQRJ VDVWDYD D JODYQL SURL]YRC
izvora ugljika u hranjivoj podlozi na koju je nacijepljena kultimanbuchesu monosaharidi,
SROLIHQROL HNVWUDKLUDQL L] pDMD RUJDQVNH NLVHOLQ
PLNURQXWULMHQWL NRML QDVWDMX WLMHNRP IHUPHQWDF
7LMHNRP IHUPHQWDFLMH YHU QDNRQ K YLGOMLYD MH
VWYDUD QD SRYUadgeQd tijgkdoD €@ivhentddijeSsRak@neviR XGYRVWUXpDY
VWYDUDMXUL V akkéiijske dado268Yad Xmalti stk 2000).

8 RYRP VX UDGX SURYHGHQD VYHREXKYDWQD LVWUDaAL
GRJDYyDMX WLMHNRP ELRWUDQVIRUPDFLMH VLRLEINBWLPNL ]
kvasaca Kombucha X THUPHQWLUDQL QDSLWDN L EDNWHULMVNX F
RGUHYyLYDQH NRQFHQWUDFLMH PHWDEROL]PRP SURL]YHG
JOXNRQVNH NDR L NRQFHQWUDFLMH (W2+ sk8 ¢SuokeHGQR N
WLMHNRP VWDWLPpQH ITHUPHQWDFLMH ELOMGRKeniskMD V R
definirarih podlog V . UD]OLpLWLP L]YRULPD XJOMLND JOXNR]D P
JHUPHQWDFLMD MH YRYHQD G D QD 9 DzovcRiEIQrRak swakiP SHU DV

VDWD 7LMHNRP LVWUDALYDQMD SUDUOUHQH VX UHOHYD
YULMHGQRVWL KUDQMLYLK SRGORJD L UD]JOLPLWLK L]JYRI
organskih kiselina i prinos bakterijske celuloze. Féet QW DFLMH VX ELOH SURYHG
XYMHWLPD SD MH MHGDQ RG FLOMHYD ELR LVWUDAaLWL XW
SULQRYVY VLQWHWL]LUDQH EDNWHULMVNH FHOXOR]H %XGX!
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VSRVREQRVW YH]DRNIO VWHMNXNIWRH XS BVYVREQRYMIDPH]|DQMD L
vode D X NRQDpPQLFL MH ELOD LVW Uiaajlve po@dyebedsGiaml NURE Q
negativnim bakterijama.

4.1. Organske kiseline i etanol

4.1.1. Kompleksna podloga pD M

Tijekom fermerWDFLMH EDNWHULMH L NYDVFL PHWDEROL]L
RUJDQVNLK NLVHOLQD XJODYQRP GR RFWHQH L JOXNRQVN
X YUOR PDOLP GR J/ JOXNXURQVNH POLMHpPQH L OLPXQ'
NYDaAapHYLK VWDQLFD KLGUROL]JLUD VDKDUR]X GR JOXNR]H
SURL]YRGQMH HWDQROD QDNRQ pHJD EDNWHULMH RFWHQ
glukonske kiseline i etanol za proizvodnju octene kiseline.

Koncentracija SWHWL]LUDQLK RUJDQVNLK NLVHOLQD PLMHQI
je prikazano na Slikama 114. Koncentracija octene kiseline se tijekom 14 dana
fermentacije, ovisno o koncentraciji dodane sahard&&® YHUDYDOD RG J/ QD
LVWUDALYDQMIDA@RJIDMX J/ SUL pHPX MH OLQHDUQL UD"
GDQD IHUPHQWDFLMH QDNRQ pHjhbD miehjal RSOKEHIQ)WRKD F L M D
NRQFHQWUDFLMDPD RG L J/ SULPLMHUHQ MH OLQHD
tLMHNRP FLMHORJ WLMHND IHUPHQWDFLMH QR NRQDpPQH V.
80 g/L izmjereno 7,56 g/L (Slika 12.), a pri 120 g/L 11,52 g/L (Slika 14.). Kod fermentacije
VD J/ VDKDUR]JH XRpHQ MH EODJL ¥ bw\W MNBQIRHHQWUDFL
QDNRQ pHJD MH QDJOR SRUDVOD L QD NUDMX IHUPHQWDF
sposobnost sinteze relativno visokih koncentracija octene kiseline, bakterije octene kiseline
pokazuju i toleranciju na kiselost aWR MKt PHYDHWNRIREQLP KRPRWUF
KHWHURWURILPD 2YR LP VYRMVWYR RPRJXUDYD UDVW QD
X]JRMD LPD S+ YULMHGQRVW QLaxX RG ODOEDA&aD L VXU
koncentracija octene kiseline bila DA jer je sbakterijskom celulozom uzgojenom u crnom
PDMX@RGIPDWLPQD NXOWXUD L] SUHWKRGQRJ X]JRMD NRM

Glukozu bakterije octene kiseline oksidiraju u glukonsku kiselinu. Glukonska
kiselina je druga glavna organska kiselina koja nastaje kao poalj@etabolizm&ombuche
.DR aWR MH YLGOMLYR QD 6OLFL NRQFHQWUDFLMD JO

koncentracije octene kiseline nakon 2 dana fermentacije (60 g/L), no ta je koncentracija
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padala tijekom fermentacije.

Isti su rezultati dgHQL WLMHNRP

IHUPHQWDF

NRQFHQWUDFLMDPD aHUHUH SUL NRMLPD MH RGUHVHQD Y
SRPHWNX IHUPHQWDFLMD L OLQHHE4QL SDG GR NUDMD SRNX

—HB— oclena kiselina
—m— glukonska kiselina

8 T T — 1~ T T~ T " T * T 68
7 - " - 66
N

' /\ 64
6 - ~
- n 2
= .
& L g2 2
=54 " -
E - 60 =
v =]
= 4- o
E (58 2
3 u - EN)

L 56

] /. .\ I
24 i} [ 54
1 T T — " T T T ‘* T T+ T T 52

4 6 8 10 12 14 16

vrijeme (dani)

Slika 11. Kinetika nastajanja octene i glukonske kiselinekijm 14 dana fermentacije .

kombuchapDMD RG ULEL]D

J/ VDKDUR]H

—Ml— octena Kiselina
—m— glukonska kiselina

octena kiselina (g/L)
wn
1

/\ S

- 50
48
46
[ 44
PP

- 40

glukonska kiselina (g/1.)

/\

- 38
- 36

- 34

Slika 12.Kinetika nastajanja octene i glukonske kiseline tijekom 14 d@nanentacije
kombuchapDMD RG ULEL]D

6 8 10 12 14 16

vrijeme (dani)

J / VDKDURI]H
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—Ml— octena kiselina
—m— glukonska kiselina
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Slika 13.Kinetika nastajanja octene i glukondiieeline tijekom 14 dandermentacije
kombuchapDMD RG ULEL]D J / VDKDUR]H

Slika 14.Kinetika nastajanja octene i glukonske kiseline tijekom 14 di@naentacije
kombuchapDMD R G UG/E¢ahroze)



BUHPD YHULQL DXWRUD KéRipdhad@MSULDMHIMPID (QU2MHXY H UL
(vol/vol) (Teoh i sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije izmjerili
(W2+ X] SRpHWQLK J/ VDKDUR]JH X KUDQMLYRM SR

aXWRUD &KHQ L /LX VX REMDYLOL GD VH NRQFHQWUD
X]JRMD L GRVWLJOD J/ QDNRQ GDQD QDNRQ pHJD MH \
GRGDQH UD]OLpLWH NRQFHQWUDFLMH V DdabuUernmehntacije, L

LIPMHUHQD MH PDNVLPDOQD L SRGMHGQDND NRQFHQWUDFL
u kompleksnoj podlozi (od 0,77 do 0,84 g/L), koja se linearno smanijivala do 8. dana uzgoja

na 0,02 g/L, a nakon toga je pala na manje od 0,01lg/]DGUADOD VH QD WLP YUL!
kraja fermentacije (Slika 15.).

Slika 15. Kinetika nastajanja etanola tiekom 14 dana ferment&cpbuchapDMD RG FUQR.

ribiza.
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.RQDpQD S+ YULMHGQRVW IHUPHQWLUDQRJ pDIMD QDNF

4WR MH SXQR PDQMD YULMHGQRVW RG RSWLIS2DOQH S+
SRUDVWRP NRQFHQWUDFLMH RUJDQVNLK NLVHOLQD S+ YUL!
RYRP UDGX S+ YULMHGQRVW V SRpHW®Qpalk na 2.6 Slik6)DMD LV W
Prema Hwang i suradnicima (1999), konverzija glukoze u glukonsku kiselinu rezultira
]1QDpDMQLP VPDQMHQMHP S+ YULMHGQRVWL WLMHNRP IHUP|
Optimalna pH vrijednost za rast bakterija iz rodleetobacterMH L]PHy X  astLse 5

RGYLMD L SUL QLALP S+ YULMHGQRVWLPD RG GR D P
%HUJH\ L +ROW BHIXOWDWL GRELYHQL RYLP LVW

octene kiseline izkombuche sposobne rasti, proizvoditi org#mes kiseline i bakterijsku

FHOXOR]X pDN L SUL S+ YULMHGQRVWLPD QLALP RG 60L|

Slka16. 3 URPMHQD S+ YULMH G @aRaviérhherpeldijd.D WLMHNRP

9DAQR MH QDSRPHQXWL G DkombuchelRybiénL tragididrialvitd SO M H Q
QDpPLQRP SUL pHPX QLMH ELR RGUHYLYDQ PLNURELRORAN
UD]JORJD RGUHYyHQR RGVWXSDQMH L]JPHyX GRELYHQLK UH]XC
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PRAH ELWL SRVOMHGLFD UD]®RYOW R GWkQRIUPERFINSERNIDA N R M [
VXU VX REMDYLOL UH]XOWDWH V YuRdkuKonibddheU DALY DQ
IMHPDpNRM SUHPD NRMLPD VX VH VYL UD]J]OLNRYDOL SR V
VX GD MH PLNUR E L @héNmbicmgnd Rompléksmyi@d Eljano odabranih

VLPELRWVNLK pLVWLK NXOWXUD NYDVDFD L EDNWHULMD RF

4.1.2. Kemijski definirane podloge

6YDND KUDQMLYD SRGORJD UDGL OL VH R NRPSOHNYV
FUQRJ ULEL]D LOL NHPLMVNL GHILQLUDQRM PRUD VDGU:
makronutriente potrebne za rast mikroorganizama. Svaka promjena u sastavu hranjive
SRGORJH PR&AH LPDWL XWMHFDM QD UDVW UDi@a&mhnaP LNURR
nastajanje proizvoda metabolizma. Za uzagmnbucheVH QDMpHAauUH NDR L]YRUL X
VDKDUR]D LOL JOXNR]D QR X SRVOMHGQMH VH YULMHPH
XJOMLND NDR &aWR VX IUXNWRI]D PDGhaVRg D sulN\20@R]D L a
.HPLMVNL GHILQLUDQH SRGORJH SR VYRP VX VDVWDYX VC
DPLQR NLVHOLQH L YLWDPLQH ]D SREROM&aDQMH VWDQLpPpQR
sur., 1996).

8 RYRP UDGX VX LVWUODDGALKNDWLK XMRMHADMLUDFLMD J
fruktoze i glicerola na nastajanje octene i glukonske kiseline, glavnih organskih kiselina koje
nastaju tijekom fermentacijgombuche(Slika 17. i 18.). Na Slici I7. je vidljivo da se s
SRYHUDQMHP NREFHQWUDFAMMEVND X SRGOR]JL OLQHDUQR
RFWHQH NLVHOLQH QR GRGDWNRP PDOWR]JH WR MH OLQHD

J/ GRN MH NRG J /0S5 URBIQNRIWIDHRQ QASMD@IVAD NRQFHQWUDF
UOR VORIl KOWDWL RGUHYHQL VX L NRG GRGDWND JOLFHURO
QR LVWUDALYDQMH MH SRND]DOR GD L]JPHYVX L YRO YRC(
koncentraciji octene kiseline (Slika1 7DNRYHU VH QD VQé & podoRidssH XRpL\
JOXNR]JRP RGUHYHQD QDMYHUD NRQFHQWUDFLMD RFWHQH
glicerolom, fruktozom i maltozom izmjerene podjednake koncentracije od 0,27 do 0,33 g/L.
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Slika 17.Utjecaj koncentracije izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama na
nastajanje octene kiseline.

Koncentracija octene kiseline izmjerena je u puno manjim koncentracijama od
JOXNRQVNH NLVHOLQH QR XpLQDN JOXNR]JH PDOWR]H L JC
ELR MH SRWSXQR LVWL 6O0OLND -HGLQR MH X SRGOR]
NRQFHQWUDFLMH JOXNRQVNH NLVHOLQH RYLVQR R NRQFHQC
LIYRUD XJOMLND X SRGOR]L MH L]JUD]LWR YDADQ SDUDPH\

UH]XOWLUD VQLADYDQMHP S+ KUDQMLYH & R®aAuRtivirbstD VDPL
sinteze bakterijske celuloze (Masaoka i sur., 1993).
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Slika 18. Utjecaj koncentracije izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama na

nastajanje glukonske kiseline.

Tijekom fermentacijekombuchepH vrijednost bilo koje podlogeld VQLADYD ]JERJ
QDVWDMDQMD RUJDQVNLK NLVHOLQD OLNNHOVHQ L VXI
NRQFHQWUDFLMH RFWHQH L JOXNRQVNH NLVHOLQH X IHUPF
VQLADYD V SRpPHWQH YULMHGQRVWL (Then i WL 0G0 R P C
Sreeramulu i sur., 2000).

HestrinSchramm (1954) hranjiva podloga je referentna podloga za kagdjuche
U ovom radu je provedena fermentacijganbuchomu Hestin6 FKUDPP RVQRYQRM W
SRGOR]L V UD]OLpPLWLP SWHYULWHDHR WWAVHBGIDMEE+ QD QI
kiselina (Slika 19.).
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Slika 19. Promjena pH vrijednosti tijekom fermentackembucheu kemijski definiranim

podlogama

Promjena pH vrijednosti tijekom uzgojeombucheu kompleksnim podlogama
mijenja seovisno o koncentraciji nastalih organskih kiselina (Mikkelsen i sur., 2009). U ovom
UDGX A4HOMHOR VH LVWUDALWL NDNR S+ KUDQMLYH NHPLN
octene i glukonske kiseline (Slika 20.). Na Sligi. MH YLGOMLY Rk@&ntvaeljaQ DM Y H (
octene kiseline (0,47 g/L) izmjerena pri niskoj pH vrijednost podid&gjé&kg 19), jedva
zamjetno manja koncentracija (0,42 g/L) dobivena je fermentacijom pri pH 5, a nakon toga je
linearno padala sve do 0,24 g/L pri pH 9. Koncentracija ajiske kiseline pri pH 3 je
WDNRYHU QDMYL&D J / QR YHU NRG S+ MH RGUHYHQD C
koncentracija glukonske kiseline izmjerena i pri pH 9,0. Kod pHj&,8 S D adsdpdija u
koncentraciji glukonske kiselingdie e SRQRYQR L]PMHUHQD YLAD YULMHGQI

41



Slika 20. Utjecaj pH vrijednosti kemijski definirane osnovne podloge na nastajanje
octene i glukonske kiseline

,VWUDALYDQMLPD MH GRND]DQR MH GD RSWLPDOQD S+
celulozeRYLVL R YUVWL EDNWHULMD RFWHQH NLVHOLQH QR L
L] P HYViX, a prema Son i sur. (200hgjbolji rezultati su dobiveni pri pH 6,5. U ovom radu
se pH vrijednost 5,0 pokazala najboljom za uzgoj i proizvodnju baktergsluloze (Slika
19.). Iz slike je vidljivo da su podjednaki rezultati postignuti pri pH 3 i pH 7, dakle i pri
NLVHORP L QHXWUDOQRP S+ RNUXAHQMX EDNWHULMVND M
industrijskoj proizvodniji bakterijske celuloze himmedicinske primjene (Biofill i Gengiflex),

S+ PRUD ELWL RGUADYDQ QD QLVNLP YULMHGQRVWLPD L]F
NRQWDPLQDFLMH SRGORJH WLMHNRP X]JRMD -RQDV L )DUD
se pH vrijednost tijegkom uzgdD PRAaH VQL]JLWL JERJ QDNXSOMDQMD \
XJODYQRP RUJDQVNLK NLVHOLQD RFWHQD JOXNRQVND F
SURL]JYRGQML EDNWHULMVNH FHOXOR]H LJUD]JLWR YDAQR R
VH SRVWLDHO@DNSWILMRY EDNWHULMVNH FHOXOR]H X] PLQLP
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4.2. Sinteza bakterijske celuloze

%LRWUDQVIRUPDFLMRP |DVODYHQRJ pDMD WLMHNRP |
NRMD VH X WDQNRP VORMX REOLNXMH QD SRDPUSRPUAWAN
celulozne pelikule nalazi se veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima je za
UDVW L UD]JPQRADYDQMH QXaDQ DWPRVIHUVNL NLVLN GRN
pripadaju fakultativno anaerobnim mikroorga@iz PD ODOED&D L VXU 1D
SULND]IDQD MH NLQHWLND QDVWDMDQMD EDNWHULMVNH Ft
mase celuloze tijekom 14 dana uzgoja. Prinos biomase tijekom fermentacije je usko povezan s
izvorom ugljika, odnosno supatom. Prema dobivenim rezultatima, saharoza (100 g/L) je
L]YUVQL VXSVWUDW MHU MH QDNRQ GDQD IHUPHQWDFL
celuloze, odnosno 10 g/L suhe bakterijske bionf8tka 22.)

Slika 21. Utjecaj trajanja fermentacije ndQWH]X EDNWHULMVNH FHOXOR]H X
(100 g/L saharoze).
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Slika22. 2GQRV YODAQH L VXKH EDNWHULMVNH FHOXOR]H VLQ
pbDMD RG FUQRJ ULEL]D V UD]JOLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD

BRVOMHGQMLK ®YWDHGHWYIDW OWXH SURXpDYDQL VDVWDYL
NRMLPD VH SRVWLaX PDNVLPDOQL SULQRVL EDNWHULMVNH
G. xylinus(A. xylinum 7D VX VH LVWUDALYDQMD YHULQRP RGQRVLO
ELWL PRQRVDKDULGL GLVDKDULGL ROLJRVDKDULGL DON
(Masaoka i sur., 1993, 1996; Ishikara i sur., 2002; Keshk i Sameshima, 2005).

Prinos baktdajske celuloze rezultat je sposobnosti bakterija octene kiseline da
DSVRUELUDMX JOXNRI]X L] UD]OLpLWLK VXSVWUDWD V XJOWN
FHOXOR]H %DNWHULMH RFWHQH NLVHOLQH SRVMHGXMX GY
fosfatni put za oksidaciju ugljikohidrata i Krebsov ciklus za oksidaciju organskih kiselina i
VOLPpQLK VSRMHYD 5RVV L VXU

Na Slici 23. prikazani su rezultati prinosa bakterijske celuloze ovisno o izvorima
ugljika u hranjivim podlogama. Prema dobma rezultatima, glukoza se pokazala najboljim
LIYRURP XJOMLND MHU MH LIPMHUHQ L QDMYHUL SULQRV Y
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SRGOR]JL V IUXNWR]JRP MH |DELOMH&HQ SULQRV RG

J /
samo 48 g/L imali daleko amje prinose bakterijske celuloze.

Slika23. B WMHFDM UD]JOLPpLWLK L]YRUD XJOMLND X NHPLMVNL G
i fruktoza (20 g/L), glicerol (2 % vol/vol) na nastajanje bakterijske celuloze.

SWMHFDM SRY U 4L @ HodloganapioivddrifubBk@ijskey celuloze

7TLMHNRP VWDWLpPQH

IHUPHQWDFLMH
PHYXID]JL JUDND L WHNXiUH

EDNWHULMVND

IDJH WH SRVWDMH YLGOMLYD Y
opna (lguchi i sur., 2000). Svakim se danom fermentacije stvara novi sloj bakterijske

FHOXOR]JH QR EU]JLQD VWYDUDQMD RYLVL R SRYU&ALQL L
IHUPHQW D F kdvhbBuclobhM® R/'YRP VX UDGX SURYHGHQD LVWUDA
SRYUALQD SRVXGH |]D X]JRM L GXELQD KUDQMLYH SRGORJH
FHOXOR]H XSUDYR ]JERJ WRJD aWR VLQWHWL]LUDQD EDNWH
se uzgaja. FementacijakombucheX ELOMQRP pDMX V RNXVRP FUQRJ ULEL
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staklenih posuda (tegli) koje su se razlikovale po svom volumenu, obliku, visini i promjeru
(Tablica 2).

Tablica2. B WMHFDM SRYU&GLQH SRVXGH L G Xbakdiskek UDQMLYH SR
FHOXOR]H PDNRQ GDQD IHUPHQWDFLMH X pDMX RG F

Posuda Volumen Konc. Promjer Dubina 3RYU& Odnos Debljina

(mL) (g/L) (cm) (cm) (cm?) bakterijske
Vv o d h a a/h celuloze
(mm)

Al 720 60 9 12 77,10 6,425 24
A2 370 60 10 6,5 3318 5,105 8

A3 1000 60 10 8 78,54 9,817 28
A4 1000 80 10 8 78,54 9,817 31
A5 1000 100 10 8 78,54 9,817 30
A6 1000 120 10 8 78,54 9,817 21

Iz Tablice 2. je vidljivo da je najmanja debljina bakterijske celuloze (8 mm)
SRVWLIJQXWD X Votiar@rl(A2) priRoricentrecl kdharoze 60 g/L, a tri i pol puta
YHUL X YLVRNRM L aLURNRM VWDNOHQRM WHJOL $ PP
staklenim teglama A3 L PP D NRQFHQWUDFLMD-1GRJADQRJ &H
Prema dELYHQLP UH]XOWDWLPD PR&H VH ]DNOMXpLWL GD GX
XORJX X VLQWH]L EDNWHULMVNH FHOXOR]H NDR aWR VH
OLWHUDWXUL *RK L VXU QHJR MH YDaQLMBjaSRYUALC
'RELYHQL UH]XOWDWL PRJX VH XVSRUHGLWL V UH]XOWDWL
XRpLOL GD YROXPHQ KUDQMLYH SRGORJH RGQRVQR YLVLQ
EDNWHULMVNH FHOXOR]H DOL VX Xd4ahi® klojeva cutbzé IR VW D O
SRVXGL V NRQXVQLP VWLMHQNDPD NRQXVQLP WLNYLFDPD
kojoj se fermentacija odvija.
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*RK L VXU VX LVWUDALYDOL XWMHFDM GXELQH Kl
celuloze u posuda®® V UD]JOLpLWLP YROXPHQLPD L YLVLQDPD 8Rbpl
YLVLQD SRVXGH QLMH ]QDpDMQR UD]OLpPpLWD SURL]JYRGQN
YROXPHQX KUDQMLYH SRGORJH 3UHPD QMLPD NXOWXUH
GRQRVHUYRA®RY EDNWHULMVNH FHOXOR]H .DR @&WR MH YLGO!
FP SULQRV EDNWHULMVNH FHOXOR]H MH ELR ]QDpDMQLMH
drugim posudama. Ovi se rezultati mogu objasniti time da stanice kvasca Uzpeténmde
L RGUHYHQH NROFMRMLUDALMMHNRY SRULUD X PUHADVWX VWL
pbLPH VPDQMXMH LOL RQHPRJIJXUDYD GRWRN NLVLND NRML M
RFWHQH NLVHOLQH 6DPLP WLPH SQ/R MRYSBRVEOBRIEUNUPBD M
L SRVOMHGLpQR VLQWH]D EDNWHULMVNH FHOXOR]H MH XV

8 RYRP UDGX GRELYHQL UH]I]XOWDWL SRND]XMX GD RGC
SRGORJH X RGUHYHQRM SRVXGL LPD YDAaQX XO&gaXe X SULQ
YDAaQR DNR VH @8HOH SRVWLUL Y H U kin®illbakiekjtke EEINOReH U L M V
SRPRUX VLPELRVVVYRMNRMGAWAUXXYHSRVXGDPD VD ALURNLP RW’
pristupa kisika koji je potreban bakterijama octene kisetimeoksidaiju etanola u octenu
kiselinu te sintezu bakterijske celuloze

,DNR MH QDNRQ GDQD IHUPHQWDFLMH QDMYHUD NR
FHOXOR]H LIPMHUHQD X VWDNOHQLP WHJODPD VD aLURNLF
celuloze svakih24 st XRpHQD MH QDMEUAaD VLQWH]D X VWDNOHQL!
24.)). Tek nakon 72 sata fermentacije u svim je uzorcima bilo vidljivo nastajanje tanke,
SURJLUQH RSQH QD SRYUALQL pDMD 7D VH RSQD VWYDUDO|
adR NUDMD GbQD ITIHUPHQWDFLMH aLULOD VH SUHPD VWL
SRWSXQRVWL SRSXQLOD SURVWRU L SUHNULOD SRYUAaLQX

visine sintetiziranih bakterijskih celuloza jer se svakog dana sintetiauissloj pelikule.
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Slika24. . LQHWLND VLQWH]H EDNWHULMVNH FHOXOR]H X pDMX |
UD]OLPpLWLK GXELQD YROXPHQD L NRQFHQWUDFLMD &aH

2EOLN SRVXGH X NRMRM VH X]DMD EDNWHULMVND I
sintetizrane HOLNXOH 8 RYRP VX UDGX NRULAWHQH RAUXJIOH SR
jedna oktogonalna posuda (Al). Na Slici 25. vidljivo je kako je sintetizirana bakterijska
celuloza u potpunosti poprimil@aktogonalni odnosno okrugloblik posude u kojoj je

uzggjana.
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okrugla staklena tegla oktogonalna staklena tegla

Slika 25. Sintetizirana bakterijska celuloza nakon 14 dana fermentaoijdoucheX pDMX RG

crnog ribiza

6LQWH]D EDNWHULMVNH FHOXOR]H SRpLQMH VWYDUDOC
VWYDUD VYDNL GDQ 6OLND L X NRQDpQLFL VH GRELYD
sastoji od puno slojeva tankih pelikula (Slika 25.).

Slika26 3ULND] WDQNH SHOLNXOH X]JJRMHQH EDNWHULMVNH F
(osobna fotografg, Filip Herceg).
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8WMHFDM SRYUAGaLQH EDNWHULMVNH FHOXOR]H QD NDSDI
vode

Promjene u fizikalnoj strukturi bakterijske celuloze izazivaju promjene i u fizikalnim
VYRMVWYLPD .DSDFLWHW ]DGURWSERAOWDOQNMIE MR GH& 15 & UY KC
svojstva bakterijske celuloze jer su izravno odgovorna za njenu biomedicinsku primjenu kao
SRNURYQRJ PDWHULMDOD QD UDQDPD =DGRYROMDYDMXUL
XEU]DYD ]DFMHOMLY IRQ M #L K DNOQROQ W [E,WLOAMEF RMADR US O 7DNF
RPRJIJXUDYD XOD]DN DNWLYQLK VXSVWDQFLMD X UDQX pL
SUHNULYDQMH RAWHUOHQRJ SRGUXpMD NRaH EH] RAWHUHQMI

U ovom su radu provederiestovi kojima su mjereni WHS i WHR kapaciteti
VLQWHWL]LUDQH EDNWHULMVNH FHOXOR]H Xgrik&EhH®QH X pDI
UH]XOWDWL PMHUHQMD NDSDFLWHWD ]DGUaDYDQMD YRGH
X]JRMHP X UDNOHMLWPLERWXBDPD X ELOMQRP pDMX V RNXVR

Tablica3 .DSDFLWHW ]DGUaDYDQMD YRGH EDNWHULMVNH FHO)

SRYU&LQL
Uzorak ODVD YODa(C 6SHFLILpQD SF WHC
(9) (cm?/g) (g vode/ g uzorka)
tegla 150 1,79 109,63
teglica 120 1,35 91,84
tegla 200 1,68 100,36

,] TDEOLFH MH YLGOMLYR GD VH RYLVQR R VSHFLIL
FHOXOR]JH UH]XOWDWL NDSDFLWHWD ]DGUADYDQMD YRGH Y
UD]JOLNRP X SRYRLALPQRM SRUR]JQRVWL VWUXNWXUH NRMD
hranjivu podlogu. Matriks bakterijske celuloze se sastoji od ispreplitanih vlakana u kojima su
molekule vodelL]LpNL A]DQRESRWHIGH®L L X XQXWUDAQMRVWL :D\
JH YLAH VORERGQRJ SURVWRUD L]JPHYyX YODNDQD WR UH YL
X PDWULNVX 'DNOH aWR MH YHUD VSHFLILpPpQD SRYUALQD

bakterijske celuloze (Guo i Catchmark, 2012). Rezultati dobiveni moaou pokazali su da
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VH V SRYHUDQMHP VSHFLILPpQH SRYU&GLQH EDNWHULMVNH F
vode (Tablica 3).

6SRVREQRVW RWSXaAaWDQMD YRGH keUWaduldze.\UHOVOND AQR V)
UDGX VX LVWUDALYDQMD SINRHUHLGHNIH @Bl O R Befid) 0] JIRDM H Q F
kemijski definiranim podlogama s dodatkom glukoze i glicerola (Erlenmeyer tikvica od 300
P/ 1D 60LFL SULND]DQD MH NLQHWLND RWSXawDQMD Y
celuloze tijekom 96 satSRNXVD ,] VOLNH MH YLGOMLYR GD MH L]PM
SRpHWNX ELR QDMYHUL X X]JRUNX V JOLFHURORP VOLMHGLF
XJRUNX XJRMHQRP QD JOXNR]L QR QDNRQ VDWLdXY ULMHG(
MH ]D VDWL L] X]JRUDND V JOXNR]RP L VDKDUR]RP pDM S
uzorku bakterijske celuloze iz podloge s glicerolom ostalo 2 % vode vezane u matriksu.

Slika27. .LQHWLND RWSXAWDQMD YRGH :bdkteNjskeM HNRP VD
FHOXOR]JH %& QDNRQ GDQD IHUPHQWDFLMH X pDMX
GHILQLUDQRM SRGOR]JL V GRGDWNRP WH& YRO JOXI

Izlazak molekula vode iz matriksa bakterijske celuloze uglavnom ovisi o rasporedu

PLNURYODNDQD 6KH]DG L VXU *XVWR SDNLUDQD PLT
XPpLOQNRYLWLMH JERJ MDpPLK LQWHUDNFLMD PHYyX YSRGLNRYL
6KDK L VXU UHPD OLWHUDWXUQLP SRGDFLPD L N

EUILQD RWSXaWDQMD YRGH :55 VX MDNR RYLVQL R VWUXN
SRVHELFH R YHOLpPLQL L XNXSQRP YROXPHQXaSwmguD 8]RU
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]JDGUADWL YRGX X PDWULNVX GXaH YULMHPH DOL YHUL SU
YLAH YRGH L WLPH SRYHUDWL N&aD sur.V2612). I DGUADYDQMD YF

.ULVWDOLQLPpQRVW L PRUIRORJLMD SRYU&aGaLQH EDNWHUL

ULVWDOVQIUWWPNWXUD MH MHGQR RG QDMYD&GALMLK VY
SRVMHGXMH EROMD PHKDQLpPpND L PHyMdruRtiul PRGN WY D RC
letipovi FHOXOR]H SUL pHPX Xd@lMddeyarkd @viRnoNoRuNddiha \Wziges D
UD]JOLpPpLWRVWL KUDQMLYLK SRGORJD REOLNX L YHOLpPLQL
pH vrijednosti hranjive podloge, a posebice o rodu, vrsti ili soju bakterija octene kiseline
(Huang i sur., 2014).

7HVW V MRGQLP EURM K o¢ndvimaSinpirfskarRtonarzd mjéiahie
SULVWXSDpQRVWL DPRUIQLK GLMHORYD FHOXOR]H SUHPD
inkorporira u amorfne dijelove molekule celuloze, inverzngedanost jodnog broja je
razmjerna kristalnim dijelovima celuloze L]JUD&DYD VH NDR LQGHNV NULVW
sur., 2005).

Slika28. ULVWDOLQLpPQRVW X]JJRMHQLK EDNWHULMVNLK FHOXO
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,QGHNV NULVWDOLQLpQRVWL EDNWHULMVNH FHOXOR]F
jeusSlici2z8.'RELYHQL UH]XOWDWL SRND]XMX GD NULVWDOLQLpPQ
o koncentraciji dodane saharoze u podlogu.

3RYUALQD EDNWHULMVNH FHOXOR]H VQLPDQD MH SUH\
Slici 29. jasno su vidljive stanice bakterjaiBW DFD QD SRYUALQL SHOLNXOH EI

Slika29.6 (0 VQLPND SRYUALQH EDNWHULMVNH FHOXOR]H QDNR
RG FUQRJ ULEL]D L NRQFHQWUDFLMRP d8HUHUD J /

4.6. FT-IR spektroskopska analiza

FT-,5 VSHNWURVNRSVND DQDOL]D MH WHKQLND NRMD F
NHPLMVNLP YH]DPD X VWUXNWXUDPD UD]JOLpLWLK PDWHUL
podrijetla. S obzirom na kompleksnost celulozne strukture (biljne ili bakterijske)RFT
DQEQDOL]D RPRJXUDYD GRELYDQMH GUDJRFMHQLK LQIRUPDI
strukture celuloznih molekula (Movasaghi i sur., 2008).

'RELYHQL DSVRUSFLMVNL SLNRYL VX SRND]DOL NDUD
RE]JLUD QD UD]OLMHWD NROFHQBWRG®POH X KUDQMLYX SRGOFR
LJUDAHQLP SLNRYLPD NRG? Ovisu pikoui rezultatfvibracija ®f, CG-H i
C-O0-& JUXSD X FHOXOR]QRM VWUXNWXUL 6O0OLND AWR XNLC
EDNWHULMVNH FHOXOR]H L X VNOD ®Xm#& sUurM2000W UDALYDQML
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Slika 30. FT-IR spekti EDNWHULMVNH FHOXOR]H VLQWHWL]JLUDQH X

koncentracijama dodane saharoze

4.7. Antimikrobno djelovanje kombuchapDMD RG FUQRJ ULEL]D

6 FLOMHP LVWUDALYDQMD L RGUHYLY hdnidiohap® MDD H D C
RG FUQRJ ULEL]D V UD]OLpLWLP NRQFHQWUDFLMDPD GRGD
testirani na hranjivim podlogama nacijepljenim s gram negativnim bakterfPa@adomonas
sp., S. typhimurium, Vibrio choleraeE. coli, a dobiveni rezultati sprikazani u Tablici 4.
Prema dobivenim rezultatima (zone inhibicije), vidljivo je da\hacholeae nije djelovao
LQKLELFLMVNL QLWL MHGDQ X]J]RUDN IHUPHQWLUDQRJ pDMD
PbLVWLK L MDVQLK JRQD LQ ibiciielLdstalvi Hhaktéripavpydtigntite [ @i L Q K
koncentraciji 120 g/L, tek malo manje pri 60 g/L, dok su pri 80 g/L postignute najmanje zona
inhibicije prema rodovimeS. typhimuriumi Pseudomonasp. (1,5 cm), a kod.coli je
SRVWLIJQXWD YHUD]RNKUHLGD NNROQWHILQKMHELFLMH ELOD FP
g/L saharoze se pokazao izrazito djelotvornim za inhibiciju rasta bakterijé®>ssi@lomonas
L SURVMHpPpQLP ]DSLypkmdtiuk ENO. YUV WD

54



Tablica 4. Antimikrobna aktivnost fermgiranogkombuchapDMD RG FUQRJ ULEL]D V
NRQFHQWUDFLMDPD NRQ]JXPQRJ ELMHORJ da8HUHUD

Koncentracija S. typhimurium  E. coli V. chokrae = Pseudomonasp.

saharoze (g/L)

Zone inhibicije (cm)

60 2.2 2.2 o* 2.4
80 15 1.9 o* 15
100 15 1.7 0* 2.5
120 2.3 2.3 0* 2.7

0*- EODJR ]DPXUHQMH EH] ]JRQD LQKLELFLMH
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,] GRELYHQLK UH]XOWDWD MRGHMH ]DNOMXpLWL

1. KombuchaMH QXWULWLYQR YULMHGQL QDSLWDN MH YUOR
koji nastaju kao posljedica biotransformacije su organske kiseline i mali udjel etanola, te
bakterijska celuloza, koja se u obliku tanke opne oblikuje MAg@L QL QDSLWND

2. Uzgojkombuchegroveden je u kompleksnoj podlozi s dodatkom 60, 80, 100 i 120 g/L
VDKDUR]H NDR L]YRURP XJOMLND ELOMQL pDM RG FUQRJ U
UD]JOLPLWLP NRQFHQWUDFLMDP DfruktdzR(l3 D XW & & LYNROD JLO XMIIRA H
(1-5 % vol/val).

3. U svim je uzorcima pad pH vrijednosti i koncentracije etanola bio u korelaciji s
SRYHUDQMHP NRQFHQWUDFLMH RFWHQH L JOXNRQVNH NLVH

4, BRYUALQD SRVXGH ]D X]JRM L GXEMQEBR KWMHPHY I DS K
EDNWHULMVNH FHOXOR]JH )HUPHQWDFLMD VH WUHED RGYL
]JERJ aWR EROMHJ SULVWXSD NLVLND EDNWHULMDPD RFWH
bakterijske celuloze.

5. 6SRVREQRVW EDNWHULMVNH FHOXOR]H GD DSVRUELUD
RYLVQD R VWUXNWXUQLP ]QDpDMNDPD SRVHELFH R VSFLIL

celuloze, te poroznosti strukture.

6. FT-IR spektroskopskom analizom je dbKDQD SUHWHALWR NULVWDO
EDNWHULMVNH FHOXOR]H X]JRMHQH X pDMX RG FUQRJ UL
aHOUHUD

7. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta baktrija
typhimurium E.coli, V. choleraei Pseudomonay/ S )HUPHQWLUDQL pDM RG FUQF
pokazao izvrsnu antimikrobnu aktivnost prema tri bakterijske kulture, \dsamlerae p L M L

rast nije bio inhibiran.
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