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1. UVOD

Bioekonomija se temelji na uinkovitoj primjeni razli¢itih prirodnih supstrata i procesa, za
proizvodnju hrane, ishrane (stoka), bio-baziranim produktima i bioenergiji. Jedan od primjera
racionalnih izvora je proizvodnja bakterijske nanoceluloze (BNC), koja se moze proizvesti iz
razli¢itih otpadaka ili biomase.

Svjetski poznati napitak, kombucha, koje su u Europu donijeli portugalski i nizozemski
istrazivaci vjerojatno potjeCe sa sjeveroistoka Kine (Dufresne i Farnworth, 2000). Kombucha
je nutritivno bogat napitak koje se priprema fermentacijom vruc¢ih vodenih ekstrakata zelenog
ili crnog ¢aja i saharoze zdruzenim mikrobnim kulturama bakterija i kvasaca. Dominantne
kombucha kulture su bakterija Glucanacetobacter xylinus, kvasci roda Zygosaccharomyces,
Schizosaccharomyces, Saccharomyces i ostali osmotolerantni i kiselinski tolerantni sojevi koji
koegzistiraju u mediju (Sievers i sur.,1995; Liu i sur.,, 1996). Ovisno o podrijetlu
mikrobioloske kulture i uvjeta pod kojima se provodi fermentacija razlikuju se i
mikrobioloski sastavi fermentacijskih Cajeva. Na granici tekuine i zraka pri staticnim
uvjetima uzgoja s obzirom na aerobni karakter bakterija proizvodi se celulozni film.
MikrobioloSke kulture ukljuene u fermentacijski proces nazivaju se "SCOBY"(eng.
symbiotic culture of bacteria and yeast) i predstavnici su simbiotskih kultura bakterija i
kvasaca ili pojednostavljeno ,,cajne gljive. Ovaj pogresan naziv je povezan sa Sposobnoscu
bakterija da proizvedu celuloznu opnu nalik kontaminaciji s plijesni (Dufresne i Farnworth,
2000; Kappel i Anken, 1993; Teoh i sur., 2004).

Dva glavna supstrata ukljucena u fermentaciju kombuche su etanol i octena kiselina. Kvasac
najprije previre Secere (saharozu, fruktozu, glukozu) u etanol, koji se koristi kao supstrat
bakterijama za proizvodnju octene kiseline. Proizvedena octena kiselina potice kvasac na
proizvodnju vise etanola, koji ponovno bakterije metaboliziraju (Liu i sur, 1996; Greenwalt i
sur., 2000; Teoh i sur., 2004). Na povrsini teku¢eg medija stvara se tanka celulozna pelikula
(opna) koja s produzenjem trajanja fermentacijskog procesa dobiva na volumenu i masi.
Bakterijska nanoceluloza (BNC) je multifunkcionalni biopolimer, koji posjeduje visokKi
stupanj poroznosti, izrazito visoku sposobnost upijanja vode, relativno veliku propusnost za
teku¢ine 1 plinove, ¢vrsto¢u strukture 1 ultrafinu mreznu strukturu (Ullah 1 sur.,
2016).Bakterijska celuloza svoju primjenu pronalazi u prehrambenoj industriji i biomedicini
zbog svoje izrazite Cistoe i unikatnih fizikalno-kemijskih svojstava (Dufresne i Farnwort,

2000). Danas je kombucha komercijalan proizvod nove generacije koji je Siroko


https://en.wikipedia.org/wiki/Symbiosis
https://en.wikipedia.org/wiki/Bacteria
https://en.wikipedia.org/wiki/Yeast

rasprostranjen te je lako dostupan velikoj populaciji u prodavaonicama zdrave hrane diljem
Europe i Amerike (Malbasa i sur., 2008).

Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske promjene koje se zbivaju tijekom biotransformacije
simbioti¢ki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca(kombucha) tijekom 12 dana
uzgoja u kompleksnoj (bijeli ¢aj) i kemijski definiranim podlogama (Hestrin i Schramm,

1954) s razli¢itim izvorima ugljika.

Tijekom fermentacija praceni su i odredivani sljedec¢i parametri:
- koncentracija organskih kiselina (octene i glukonske) i nastalog etanola,
- kinetika sinteze bakterijske celuloze u kompleksnim podlogama,
- utjecaj pH vrijednosti, te razli¢itih izvora ugljika na sintezu bakterijske celuloze u
kompleksnim podlogama,
- utjecaj povrsine i dubine hranjive podloge na sintezu bakterijske celuloze,
- utjecaj povrsine bakterijske celuloze na kapacitet zadrzavanja i brzinu otpustanja
vode,

-antimikrobna svojstva kombucha napitka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMBUCHA

Kombucha je sinonim za simbiozu bakterija octene kiseline (BOK) i kvasaca, u kojoj se
ispreplicu sloZzeni mehanizmi alkoholne 1 octene fermentacije. Svojom metabolickom
aktivno$¢u mikroorganizmi kombuche spreCavaju rast kompetitivne mikroflore koja
potencijalno moze izazvati kontaminaciju proizvoda (Villarreal-Sotoi sur., 2018). Na povrSini
fermentirajuceg Caja se istovremeno sintetizira celulozna opna, odnosno biofilm. Proizvod
koji nastaje fermentacijom na crnom ¢aju je veoma ukusnog i osvjezavajuceg ukusa, opisuje

ga blaga kiselost, gaziranost i vo¢na aroma (Chen 1 Liu, 2000).

2.2. MIKRORGANIZIMI U KOMBUCHA CAJU

Pokazalo se da i kombucha, poput mnogih drugih fermentiranih namirnica, sadrzi kompleksnu
zajednicu mikroorganizama. Kako tijekom fermentacije posuda ostaje otvorena za zrak,
raznolikost vrsta je uglavnom nestabilna te ovisi o uvjetima uzgoja, dodatku supstrata i
okoliSu. Raznolikost mikroorganizama tijekom fermentacije se smanjuje, u gotovom napitku
dominiraju Proteobacteria koje Cesto ¢ine vise od 90% svih prisutnih bakterija (Coton i sur.,
2017; Marsh i sur., 2014). Tijekom fermentacije Acetobacter i Gluconacetobacter uvelike
nadvisuju koncentraciju ranije spomenutih bakterija. Medu najdominantnijim kulturama
bakterija octene kiseline u kombuchi su Acetobacter xylinum, Acetobacter aceti, Acetobacter
pasteurianus, Komagataeibacter xylinus i Gluconobacter oxydans. Novije studije otkrile su
prisutnost viSe vrsta bakterija mlije¢ne kiseline te se njihova koncentracija tijekom
fermentacije povecava (Marsh 1 sur., 2014). Otkriveno je da rod Lactobacillus djeluje na rod
Gluconacetobacter povecavajuéi proizvodnju celuloze i rast bakterija (Marsh i sur., 2014).
Zajednica kvasca u kombuchi je sloZzena i vrste koje dominiraju u kulturi mijenjaju se s
vremenom. Zajednica opcenito ukljucuje rodove Zygosaccharomyces, Dekkera,
Saccharomyces, Candida, Hanseniaspora,  Torulaspora,  Torulopsis, Pichia,
Saccharomycoides, Wallemia, Schizosaccharomyces i Lachancea (Coton i sur., 2017).
Sadrzaj mikroorganizama u kombuchi uglavnom doseze 10*-10° CFU/mL nakon 10 dana

fermentacije.



2.2.1. Kvasci u kombucha kulturi

Kvasci su jednostani¢ni eukariotski mikroorganizmi, koji pripadaju carstvu gljiva. Veéina
kvasaca se nespolno razmnozava asimetri¢cnim pupanjem (Dussap i Poughon, 2017). Rast
vecine vrsta se odvija u blago kiseloj sredini pri pH izmedu 4 i 6, te pri temperaturi izmedu 15
1 30°C. Prema fizioloskim karakteristikama, kvasci su fakultativno anaerobni mikroorganizmi,
Sto znaci da ¢e se u aerobnim uvjetima pojaviti oksidativni tip metabolizma, a pri anaerobnim
fermentativni  (Walker, 1998). Kvasci su u biotehnologiji najviSe koriSteni radni
mikroorganizmi (osobito S. cerevisiae), nadilaze¢i upotrebu bilo kojeg drugog industrijskog
mikroorganizma. Ovaj kvasac se primjenjuje u fermentaciji prehrambenih proizvoda i pica, ali
I u proizvodnji heterolognih proteina, farmaceutskih proizvoda, kemikalija i dr. (Marques i
sur., 2016; Ray i Joshi, 2014).

2.2.2. Bakterije u kombucha kulturi

Stanice bakterija octene kiseline (BOK) su Gram-negativne ili Gram-varijabilne, pojavljuju se
pojedinacno, u parovima ili lancima. Oblik moze biti elipsoidan, Stapicast sa ili bez zaobljenja
na krajevima. Mogu biti nepokretne ili se kretati pomocu polarne ili peritrihalno rasporedenih
flagela (Vidra i Németh, 2018). Duzina im varira od 0,8 do 4,5 um, a $irina od 0,4 do 1,0 um
(Sengun i Karabiyikli, 2011). Mezofilni su mikroorganizmi sa optimalnom temperaturom za
rast od 25-30 °C. Optimalan pH za rast je izmedu 5 i 6,5 uz mogucnost rasta i pri pH izmedu
3 1 4 (Sengun i1 Karabiyikli, 2011). Obligatni su aerobi, $to zna¢i da imaju respiratorni
metabolizam gdje je kisik krajnji receptor elektrona (Kersters i sur., 2006). Imaju sposobnost
oksidacije Secera, Secernih alkohola i alkohola (Komagata i sur., 2014). Posjeduju katalazu ali

ne i oksidazu.

2.3. BIJELI CAJ

Caj je jedan od najpopularnijih napitaka diljem svijeta i stolje¢ima se koristi u tradicionalnoj
medicini (Pawar, 2018). Tek posljednjih desetlje¢a moderna znanost otkriva razlog zdravlja 1
dugovjecnosti ljudi koji svakodnevno konzumiraju caj. Bijeli ¢aj je nefermentirani Caj
dobiven od mladih izbojaka i pupova biljke ¢ajevac Camellia sinensis (Porodica: Theaceae),

zasti¢ene od sunca da bi se izbjegla razgradnja polifenola.
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Za razliku od crnog ili zelenog ¢aja, bijeli ¢aj se ne rola, a tek malo oksidira, $to ga Cini
najmanje preradenim ¢ajem. Od mladih listova ¢aja s mnogo finih srebrnih dlac¢ica moze se
proizvesti kvalitetan bijeli ¢aj. LiS¢e i pupoljci mogu se osusiti na prirodnom suncu prije nego
Sto se lagano obrade kako bi se sprijecila oksidacija ili daljnja obrada ¢aja. Nakon skupljanja
lis¢a brzo se susi parom - oksidacije uopée nema. Kako nema oksidacije, sadrzi najvise
antioksidansa i katehina, najmanje kofeina, a ima blijedu boju s delikatnim, slatkim okusom
(Tablica 1).

Tablica 1. Usporedba sastava i svojstava bijelog, zelenog i crnog ¢aja (Pawar, 2018)

Parametri Bijeli ¢aj Zeleni Caj Crni ¢aj
Prosjecni udjel kofeina/Salica 15 mg 40 mg 20 mg
Ukupni polifenoli/100 g 16,23-25,95 13,7-24,7 8,3-24,8
Postupak obrade (fermentacija) nema kratka duga
Okus sladak sladak, gorak gorak
Boja svijetlo zuta  zelena ili tamno zuta  crvena ili crna

S obzirom da je najmanje preradivan, bijeli €aj je izvrstan izvor ukupnih polifenola, koji mu
srca, mozdanog i sr¢anog udara, koji su najces¢i uzroci smrti u industrijaliziranom svijetu.
Postoji 5 glavnih vrsta bijelog ¢aja koji ukljucuju najpoznatiju vrstu Silver Needle, zatim Pai
Mu Tan, koji je koriSten u ovom radu, White Peony, Long Life Eyebrow i Tribute Eyebrow
(Pawar, 2018).

Glavni sastojci ¢aja su proteini, polisaharidi, polifenoli, minerali i elementi u tragovima,
amino i organske kiseline, lignini i metilksantini (kofein, teofilin i teobromin). Bijeli ¢aj
sadrzi oko 3,35-5,74 % kofeina, 16,23-25,95 % polifenola, 0,06-1,44 % flavonoglikozida i
7,94-16,56 % katehina. Zbog svog sastava, bijeli ¢aj ima jaca antiviralna i antibakterijska

svojstva od zelenog i crnog Caja.

2.4. PROCES FERMENTACIJE KOMBUCHE

Jedna od najstarijih metoda za konzerviranje hrane uz suSenje je fermentacija. Otkrivena je

slucajno te dugo nije bilo poznato S§to joj je uzrok. Tek krajem osamnaestog stoljeca,



znanstvenici su razjasnili da su mikroorganizmi odgovorni za proces fermentacije hrane,
nakon $to je Louis Pasteur je dokazao da fermentaciju nemoguce izvesti bez prisutnosti
mikroorganizama (Lavefve i sur., 2019). Fermentacijom se postiZze trajnost proizvoda
proizvodnjom inhibicijskih metabolita u koje se ubrajaju: organske kiseline, etanol, ugljikov
dioksid, diacetil, bakteriocini i dr., ¢ijim prisustvom se stvaraju nepovoljni uvjeti za rast
mikroorganizama koji mogu dovesti do kvarenja proizvoda, a hrana se konzervira.
Inhibiranjem rasta patogenih mikroorganizama postize se i ouvanost proizvoda, ali 1 kvaliteta
hrane povecanjem nutritivne vrijednosti, kao i unapredenje organoleptickih svojstava (Ray i
Joshi, 2014; Villarreal-Soto i sur., 2018; Lavefve i sur., 2019). Kombucha se tradicionalno
proizvodi od crnog Caja i1 saharoze, ali je veoma Cesta upotreba i zelenog Caja. Krajnji
proizvodi metabolizma ovise o mnostvu faktora: vrsti i koli¢ini ¢aja, koncentraciji saharoze,
temperaturi i vremenu fermentacije, vrsti bakterija i kvasaca prisutnih u starter kulturi. Svaka
promjena uvjeta fermentacije utjeCe i na krajnji proizvod (Villarreal-Soto i sur., 2018).
Saharoza je najCeS¢e koriSten izvor ugljika koji se dodaje prije pocetka kombucha
fermentacije. Kvasci ¢e je enzimom invertazom razgraditi do fruktoze i glukoze, koji ¢e na taj
nacin postati dostupni 1 bakterijama octene kiseline. Kvasci koriste oba monosaharida i putem
glikolize nastaje etanol i ugljikov dioksid (EI-Salam, 2012). Vrste mikroorganizama prisutne
u simbiotskoj kulturi kombuche i njihove metaboli¢ke aktivnosti, ovise 0 stupnju iskoriStenja
glukoze i fruktoze, kao 1 prioritetu njihovog koristenja (Sievers i sur.,1995).
Komagataeibacter xylinus koristi glukozu za sintezu octene i glukonske Kiseline, kao i
celulozne pelikule. Sa druge strane, fruktozu slabo metabolizira, dok saharozu uopce ne
koristi. Oksidaciju etanola do acetaldehida vr$i alkohol dehidrogenaza (ADH), a potom
aldehid dehidrogenaza (ALDH) oksidira aldehid do octene kiseline. Ovu sposobnost imaju svi
rodovi BOK osim roda Asaia. Dehidrogenacija se odvija na povrsini stani¢ne stijenke (Slika
1) gdje su vezani enzimi dehidrogenaze, kao i na citoplazminoj membrani, na strani

periplazme, gdje se nalazi joS jedan set dehidrogenaza (Komagatai sur., 2014).
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Slika 1. Shema strukturiranog metabolizma G. xylinus. Prikazane su veze izmedu katabolizma
etanola, saharoze, glukoze i fruktoze s centralnim metabolickim putovima (Velasco-Bedran i

Lopez-Isunza, 2007)

2.5. BAKTERIJSKA NANOCELULOZA (BNC)

BNC je prirodni polimer, kojeg mogu sintetizirati brojne vrste mikroorganizama, medu
kojima je najviSe proucavana i prepoznata kao najucinkovitiji proizvodac bakterija octene
kiseline vrste Gluconacetobacter xylinus. Ova bakterija proizvodi ekstracelularni, kemijski
Cisti B-glukan, ¢ime omogucava vlastito prezivljavanje u prirodnom okoliSu buduéi da se
stanice zadrzavaju na povrsini hranjive podloge, vezane unutar Zelatinozne, kozi slicne

membrane koja se sastoji od celuloznih vlakana.



Ovakva samo-imobilizacija stanica omogucava ucinkoviti transport hranjivih tvari i Kisika,
koji su esencijalni za ove aerobne bakterije. S obzirom na veliku sposobnost zadrzavanja vode
(udjel vode je oko 98 % vlazne mase pelikule), ovi polisaharidi Stite njihove proizvodace od
isusivanja. Celulozni matriks S$titi ove bakterije i od drugih negativnih okoliSnih ¢imbenika,
kao Sto je UV zraCenje. Bakterije sintetiziraju celulozu s vanjske strane njihove povrSine i
relativno su pokretne, §to dovodi do uspjesne kolonizacije ekoloskih nisa, ¢ime se smanjuje
dostupan prostor i pristup hranjivima drugim mikroorganizmima koji nastanjuju isto staniste

(Keshk i Semeshima, 2006) (Slika 2).

Slika 2. Sinteza bakterijske celuloze na povrSini bakterijske stanice (Keshk i Semeshima,
2006)

BNC sintetiziranu s bakterijama iz roda Gluconacetobacter karakterizirana je jedinstvenim
svojstvima, koji su rezultat prirodne bioloSke uloge, kao S$to su visoka hidrofilnost,
kristalini¢nost, Cisto¢a 1 kapacitet zadrzavanja vode, mehanicka izdrzljivost i otpornost na
razgradnju, izvrsna biokompatibilnost i nedostatak citotoksi¢nosti i alergenosti. Zbog ovih
svojstava 1 osjetljivosti prema bioloskim, kemijskim i fizikalnim modifikacijama, ovaj
prirodni biomaterijal je pronaSao brojne primjene u proizvodnji bioprodukata 1 smatra se ,,bio-
bazom* za razvoj novih materijala u razli¢itim podru¢jima, kao S§to su prerada hrane,
elektronika, proizvodnja papira, kemijska i tekstilna industrija, kao i u medicini. Stalno
rastu¢e zanimanje za bakterijsku nanocelulozu u razli¢itim granama industrije i medicine
iznjedrilo je i rezultiralo brojnim istrazivanjima na poboljSanju proizvodne ucinkovitosti, uz

istovremene pokusaje smanjenja troskova biosinteze 1 moditikacije bakterijske nanoceluloze.



Pojava celulozne pelikule na povrsini podloga za proizvodnju kombuche je karakteristika koja
se javlja tijekom kombucha fermentacija kao sekundarni proizvod. Dominantna vrsta koja
sintetizira celulozu je Komagataeibacter xylinus, (ranije Klasificirana kao Acetobacter
xylinum, a potom i kao Gluconacetobacter xylinus) (Villarreal-Soto i sur., 2018). Proizvodnja
se odvija u prisutnosti zraka, uz mijesanje (aeracija) pri ¢emu nastaju peleti ili u staticnim
uvjetima kada se formira porozna pelikula sastavljena od guste mreze nanoceluloznih vlakana
(Islam i sur., 2017) (Slika 3).
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Slika 3. 3-D struktura bakterijske celuloze (de OliveiraBarud i sur., 2016)

Nanocelulozna pelikula nastaje polimerizacijom ostataka glukoze, formiranjem lanaca B-1,4-
glukana i vezana je izvanstani¢no za bakterijsku stanicu. Svaka stanica sadrzi izmedu 50 i 80
pora, promjera 3,5 nm, kroz koje celuloza izlazi iz membrane. Sastavljanjem ovih celuloznih
niti nastaju ¢vr§éi nanofibrili koji, nakon §to se poveze oko 1000glukanskih lanaca, formiraju
mikrofibrile u 3D strukturi (Slika 4).

Nastala celuloza se sastoji od dva tipa celuloze. Prva je nalik na gumu, dok je druga amorfan
polimer koji je termodinamicki stabilniji (Villarreal-Soto i sur., 2018). U strukturi amorfnog
polimera se nalaze mikro-i nanopore koje mogu zadrzati razliCite nanocestice Cime se
poveéava moguénost primjene nastalin nanostruktura. Uklanjanjem amorfnog dijela
kiselinskom hidrolizom, mogu se proizvesti nanokristali koji primjenu mogu naci u

proizvodnji stabilizatora i uc¢vr$¢ivaca za hranu, prehrambene ambalaze, biomedicinskih



materijala (umjetna koza, umjetne krvne zile, umjetne dijafragme), tretiranju rana i opeklina
(Campano i sur., 2016). Karakteristike bakterijskog celuloznog polimera su visoka kristalnost,
visoka zatezna cCvrstoca, elasti¢nost, netopljivost U vecini otapala, moguénost zeljenog
oblikovanja, visok stupanj polimerizacije i zadrzavanje do 200 puta viSe vode u odnosu na
suhu masu. Za razliku od biljne celuloze, niti bakterijske celuloze su do 100 puta tanje, ne
sadrze hemicelulozu, pektin i lignin, Sto ih ¢ini Cistijim izvorom celuloze (Villarreal-Soto i

sur., 2018).

nanofibrili 2-4 nm  celulozna nanosema 40-60 nm

subfibrili 1.5 nm —3 [ ﬂ =
L

K. wylirrm |

stanitna membrana

Slika 4. Grada nanoceluloznih mikrofibrila kod bakterije K. xylinum (Villarreal-Soto i sur.,
2018)

2.5.1. Povrsinska karakterizacija bakterijske nanoceluloze

Bakterijska nanoceluloza (BNC) poprimila je znacajan interes zbog svojih jedinstvenih
strukturnih znacajki 1 impresivnih fizikalno-mehanickih svojstava. Svako nanovlakno
bakterijske nanoceluloze snop je celuloznih nanofibirila koji su agregati prosirenih celuloznih
lanaca; koeficijent toplinske ekspanzije nanovlakana bakterijske nanoceluloze u aksijalnom
smjeru slican je onome od stakla (minimalno 0,1 ppm/K), Youngov modul (priblizno
128GPa) 1 vlacna ¢vrstoca nanofibrila bakterijske celuloze (procijenjeno na najmanje 2 GPa)

¢ine ih gotovo jednakima vlaknima aramida (npr. Kevlar), (Zhou i sur., 2013). IskoriStenje

10



potpunog potencijala bakterijske nanoceluloze zahtijeva znanje o karakteristikama i
svojstvima celuloze na nano osnovi.

Svojstva i primjena bakterijske nanoceluloze kao membrane u velikoj mjeri ovisi 0 svojstvima
povrsine. Osnovne metode za analizu povrSine uklju¢uju mikroskopiranje. Kvaliteta
informacija dobivenih koriste¢i mikroskop vecéinski ovise o razlucivosti i kontrastu (Grubb i
Sawyer, 1996). Brojne tehnike, ukljucuju¢i odredene tipove elektronske mikroskopije (EM),
skenirajuce elektronske mikroskopije (SEM) i opticke mikroskopije, koriste se za
karakterizaciju povrSine bakterijske nanoceluloze. Svaki od ovih tipova mikroskopije ima
svoje prednosti i ograni¢enja u njihovoj primjeni za istrazivanja celuloze. Najjednostavnija
metoda, svjetlosna mikroskopija, zbog svoje dostupnosti omogucuje pregled S manjim
povecanjem za lociranje specificnih polja ili provjeru orijentacije (Reid, 1974). Znacajno
ograni¢enje metode je ¢injenica da tvari niZze valne duljine od svjetlosti nije moguce razluciti
svjetlosnom mikroskopijom. Stoga, za vizualizaciju detalja naprednim mikroskopskim
metodama primjenjuju se metode koje koriste pobudene elektrone kao izvor osvjetljenja.

Najcesce metode za karakterizaciju povrsine bakterijske celuloze su SEM, TEM i AFM.

Tablica 2. Najéesc¢e metode analize povrsine BNC

Skraéenica Tehnika Izlazna zraka
SEM Skenirajuca elektronska mikroskopija Elektroni
TEM Transmisijska elektronska mikroskopija Elektroni
AFM Mikroskopija atomske sile -

SIMS Mikroskopija sekundarne ionske mase loni

HEFM Fluorescentna mikroskopija visoke rezolucije Fotoni

CARS Koherentna anti-Stokes Raman mikroskopija Fotoni

SHG Harmoni¢na mikroskopija druge generacije Elektroni

SEM koristi rastersko skeniranje koje pruza signale koje nose informacije o svojstvima
povrsine uzorka i njegove trodimenzionalne projekcije. U SEM-u, zraka pobudenih elektrona
(koje emitira izvor elektrona) bombardira uzorak, skenirajué¢i povrsinu liniju po liniju.
Elektroni uzajamno djeluju s uzorkom S§to uzrokuje emisiju razli¢itih signala (elektrona,
fotona, X-zraka, infracrvenih, ultraljubicastih, poluvodickih ucinaka s uzorcima). Te signale

registriraju odgovaraju¢i detektori i naknadno ih obraduju u sliku ili koriste za dobivanje
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spektra rendgenskih zraka (Nixon i sur., 1971). Uzorak se moze mehanicki pomicati kroz x, y
I Z smjer, rotirati, zakretati, itd.

Za tradicionalno snimanje pomocu SEM uzorak mora biti elektri¢ni provodljiv, barem na
povrsini. Neprovodni materijali mogu se obloziti ultra tankim filmom (premazom pomocu
niskog vakuuma ili isparavanjem pod visokim vakuumom) ugljika, zlata, platine, osmija ili
drugog vodljivog materijala da bi se postigla provodljivost bez znaCajnog utjecaja na
morfologiju povrsine uzorka. Drugi vazan faktor je kompatibilnost uzoraka ¢ak i s umjerenim
vakuumom (prosjek vrijednosti tlaka u sustavu tijekom analize je 1-10°Torr ili manje).
Ovisno o proizvoda¢u mikroskopa, u velikoj komori SEM obi¢no se moze nalaziti uzorak
promjera do 200mm. Ve¢i uzorci (300mm) se mogu analizirati s ograniCenim stupnjem
zakreta. Visina uzorka je obi¢no ograni¢ena na S0mm.

Celulozni uzorci se veinom tretiraju teSkim atomima (zlato, platina ili osmij) kako bi se
neprovodni suhi celulozni materijal pretvorio u provodni materijal (Dikin i sur., 2006). SEM
se Cesto koristi za karakterizaciju morfologije i mikrostrukture BNC i nanokompozita
bakterijske nanoceluloze. Elektronsko snimanje BNC pod naponom omogucuje odredivanje
izgleda membranske mreze, odredivanje poroznosti, morfologije i dimenzije vlakana. Slika 5.
prikazuje SEM sliku bakterijske celuloze koja prikazuje koherentnu 3D mrezu formiranu od

celuloznih vlakana.

Slika 5. SEM mikrografija uzorka bakterijske nanoceluloze (Technopark, Lodz, Poljska)

Nakon kemijske modifikacije bakterijske nanoceluloze, na nju se vezuju, male molekule,
neorganske nanocCestice i drugi polimeri Sto vodi do stvaranja razlic¢itih funkcionalnih

nanokompozita. Vrlo ¢esto ugradnja raznih kemijskih komponenti mijenja strukturu
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bakterijske nanoceluloze. SEM pomaze u odredivanju strukture 1 homogenosti
nanoceluloznog materijala, prisutnosti ugradenih supstancija i Vvjerojatnu orijentaciju
celuloznih kristala (Sabu i sur., 2012).

2.6. PRIMJENA KOMBUCHE | BAKTERIJSKE NANOCELULOZE (BNC)

Bakterijska nanoceluloza se zbog svoje visoke Ccistoce, hidrofilnosti, sposobnosti za
formiranje struktura, Kiralnosti i biokompatibilnosti moze upotrijebiti u Sirokom spektru
posebnih primjena, npr. kao hrana (Nata de coco), izvor dijetalnih vlakana, kao akusti¢ne ili
filtar membrane, ultra ¢vrsti papir, fino mrezasta opticka mreza s oblogom. Karakteristike
zgusnjavanja i suspendiranja daju ve¢ sada nekoliko primjena bakterijske nanoceluloze u

humanoj i veterinarskoj medicini.

2.6.1. BNC kao aditiv u prehrambenoj industriji

Jedan od prvih komercijalno dostupnih proizvoda bakterijske nanoceluloze (BNC) je Nata de
Coco. Tradicionalni narodni je proizvod na Filipinima (Keshk i Sameshima, 2006), izvoz
Nata iz Filipina u Japan imao je veliki utjecaj na globalno Sirenje proizvodnje mikrobne
celuloze. To je prehrambeni proizvod od bakterijske nanoceluloze koji nastaje fermentacijom
otpadnih voda nakon obrade kokosa bakterijama octene kiseline koje imaju sposobnost
sinteze nanoceluloze, pomoc¢u K. xylinus (Lapuz i sur., 1967). Najce$c¢a uporaba Nata de Coco
ukljucuje niskokalori¢ne zasladene deserte, vo¢ne salate 1 hranu bogatu vlaknima.
Potencijalne primjene bakterijske nanoceluloze (BNC) u prehrambenoj tehnologiji ukljucuju
preljeve, umake, glazure, kiselo i tu¢eno vrhnje, Slag i smrznute mlije¢ne deserte. Njegova se
uporaba posebno preporucuje u situacijama koje zahtijevaju stabilizaciju pjene i stabilnost pH
podrucja te odrzavanja temperature. Upotreba BNC u kombinaciji s drugim sredstvima poput
saharoze i karboksimetil-celuloze poboljsava disperziju proizvoda. Takoder je niskokalori¢ni
aditiv, zgu$njivac i stabilizator (Khan i sur., 2007).

Okiyama i sur. (1992), pokazali su da se membranska BNC moze preraditi sa SeCernim
alkoholima, alginatima ili kalcijevim kloridom te joj se na taj nacin mogu promijeniti
teksturna svojstva. Ti autori pripremili su novi oblik celuloze raspadanjem BNC u suspenziju.
Viskoznost suspenzije bakterijske nanoceluloze bila je niza u usporedbi s uobicajenim
zgusnjiva¢ima, kao Sto je ksantan guma, celulozni prah, mikrofibrilirana celuloza i

mikrokristalna celuloza. Kao punilo, BNC ima najve¢i kapacitet zadrzavanja vode medu
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komercijalnim proizvodima od celuloze. BNC se smatra toplinski stabilnim stabilizatorom,
niske viskoznosti i niskokaloricnom zamjenom za masti. Kao dokaz tehnoloske funkcije BNC
dodatno je ugradena u ¢okoladna pica, zaCine za tijesta, sladoled, tofu, pljeskavice, kobasice i
,an“ (dzem od crvenog graha). Istrazivanja Okiyame i sur. (1993) pokazali su da fizikalno-
kemijska svojstva bakterijske nanoceluloze djeluju pozitivnho u prehrambenim sustavima,
osim u hrani s niskom vlagom kao S$to su slastice i grickalice. U primjeni na teku¢ine, BNC
stabilizira zagrijane suspenzije, poput ¢okoladnog napitka i juhe ucinkovitije od ksantan gume
(Shi i sur., 2014) (Slika 6).

Sirovina za
hranu,
deserte,
umjetno
meso.

Dodaci hrani:
Zeliranje,

stabiliziranje,
vezivanje vode, -wh
od¢vrséivanje, ‘
emulzificiranje.

Materijali za pakiranje hrane:
Kobasice 1 ovoji za meso.

Slika 6. Primjena bakterijske celuloze u prehrambenoj tehnologiji (Shi i sur., 2014)

Dodatak BNC u ¢vrstu hranu mijenja njihova reoloSka svojstva. Kada je BNC dodana krhkim
gelovima kao S$to u sojina skuta i rezanci heljde, hrana je ojacana zadrzavajuéi njeznu
teksturu. S druge strane, kada se doda u elasticne gelove, bakterijska nanoceluloza sprjecava
stvaranje gela autohtonih makromolekula hrane i smanjuje elasticnost. U tijestima, BNC
smanjuje ljepljivost i daje ¢vrstocu (Okiyama i sur., 1993). Ng i Shyu (2004) predlozili su
novi prehrambeni proizvod, Monascus-bakterijski celulozni kompleks, koji ima svojstva i
bakterijske nanoceluloze i Monascus gljive, a pokazao se potencijalnom novom hranom u

vegetarijanskoj prehrani, kao zamjena za meso ili morske plodove. Boja i tekstura kompleksa
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Su poput jetre ili nemasnog mesa. Takoder je izvor visokog sadrzaja vlakana, nisko kalori¢an
je 1 sadrzi zdrave hranjive tvari. U 2013. godini patentiran je izum vezan uz keks s visokim
udjelom dijetalnih vlakana koji sadrzi BNC, a priprema se dodatkom do 70% BNC obi¢nom
keksu (Hong i Yang, 2013). Patent je sadrzavao opis nacina pripreme biskvita s visokim
dijetalnim vlaknima. Dodatkom BNC u biskvit, poboljsao se okus i povecale su se
sposobnosti adsorpcije Stetnih tvari u ljudskom organizmu u usporedbi s obi¢nim biskvitom
dijetalnih vlakana. Novi biskvit s dijetalnim vlaknima poboljSao je nutritivnu vrijednost
samog keksa i nadogradio njegove funkcionalne potrebe, a proces proizvodnje je jednostavan
1 zahtijeva malo ulaganja u opremu, predstavljajuci tako proces proizvodnje ekonomski
isplativim i pogodnim za industrijsku proizvodnju (Hong i Yang, 2013). Watanabe i sur.
(1998) i Clark i sur. (1997) objavili su dva patenta koji se odnose na upotrebu niskokalori¢ne i
organolepticki prihvatljive vodene paste koje sadrzi dijetalna vlakna (BNC), koja se opcéenito
mogu Koristit kao sirovina u pripremi nekoliko jela. Predstavljena je detaljna demonstracija
metoda i sastava ukljuenih u proizvodnju hamburgera, kobasica, dzema od graha, kase od
rize 1 mnoge druge hrane. BNC, koriStena u znatno nizim koli¢inama, sposobna je pruziti
pozeljne funkcionalnosti hrani, od onih uobicajeno potrebnih za konvencionalne aditive na

bazi celuloze.

2.6.2. BNC u biomedicini

Bakterijska nanoceluloza (BNC), otkako je prepoznata kao visoko biokompatibilni hidrogel,
postala je predmetom opseznog istrazivanja, iskoriStavajuci njezina jedinstvena svojstva u
polju biomedicinskih znanosti. Mnogi znanstvenici ju smatraju izvrsnom alternativom
sintetickim polimerima, koji i dalje, unato¢ razli¢itim neupitnim prednostima, kao $to su
kontrolirana poroznost, biorazgradivost, lako¢a proizvodnje i modifikacije uzrokuju
prekomjerni imunoloski odgovor i kod dugotrajnih primjena Cesto ne ispunjavaju na
odgovarajuc¢i nacin svoje funkcije. BNC, kao prirodni polimer izvrsne kemijske Cistoce,ima
priliku postati konkurentnim proizvodom, uspjeSno primijenjenom u medicini za
rekonstrukciju i regeneraciju tkiva. Bakterijsku nanocelulozu odlikuju razli¢ita svojstva koja
imaju ucinak na njene Strukturne karakteristike i $to ju ¢ini vrlo atraktivnim materijalom s
medicinskog stajaliSta. NajviSe vazni su: ultrafina mrezna struktura, koja djeluje izrazito
kristalinicno, kao i jednoosna orijentacija celuloznih subfibrila; ekstremna netopljivost;
velika elasti¢nost i prozirnost (nakon proc¢is¢avanja), koja je rezultat nano debljine vlakana;
hidrofilna svojstva eksplicirana prisustvom brojnih pora; svojstva nalik hidrogelu, jer
najmanje 95% njene mase ¢ini voda, koja ve¢inom nije vezana na polimer i moze se istisnuti
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laganim pritiskom; izvanredna kemijska ¢istoca,kao posljedica neprisutnosti hemiceluloze,
pektina i lignina koji obavijaju biljnu celulozu; biokompatibilnost koja je rezultat visoke
Cisto¢e materijala i nedostatka toksi¢nih uc¢inaka na Zziva tkiva; neuobicajeno visoka zatezna
Cvrsto¢a koja dolazi od ultrafine mrezne strukture i prikazana je visokim Young-ovim
vrijednostima modula; osjetljivost na razli¢ite kemijske i fizikalne modifikacije tijekom
kultivacije, kao i nakon proc¢is¢avanja (Bielecki i sur., 2013; Bielecki i sur., 2002).

Bakterijska nanoceluloza (BNC) nalazi mnogo razli¢itih primjena, ne samo zbog svojih
jedinstvenih svojstava, nego i zbog Cinjenice da pripada proizvodima s GRAS (eng. Generally
Recognized As Safe) statusom. Kao bioloski materijal moze se lako proizvesti u industrijskim
razmjerima za sektore kao $to su industrija papira i tekstila, elektronika ili Sumarstvo. U
kozmetickoj industriji se Koristi kao stabilizator emulzija (kreme, tonike, balzama za nokte,
itd.) i kao komponenta umjetnih noktiju. Mnogo polja primjene BNC se moze spomenuti, ali
ona koja najvise plijeni pozornost je primjena u biomedicini. Ve¢ je nadeno da mikrobna
celuloza ima veliki potencijal primjene u postupku zacjeljivanja rana (Slika 7). Primjenjuje se
kao dehidrirani ili nikad osuseni pokrov za rane koji ubrzava proces zarastanja i smanjuje
stvaranje oziljaka. S druge strane veli¢ina Supljih prostora unutar celulozne mreZe i nedostatak
efekta bubrenja odgovaraju potrebama za unutarnju primjenu ovog materijala.
Rasprostranjena istrazivanja u posljednjih 10 godina u in vivo primjenama BNC ukazuje na

potrebu daljnjih istrazivanja vezanih uz njegovu upotrebu u rekonstrukcijskoj Kirurgiji.

Slika 7. Membrana bakterijske nanoceluloze koriStena za previjanje rana razvijena na

Institute of Technical Biochemistry na Lodz University of Technology: A) celulozne pelikule
uzgajane na povrSini bakterijske kulture, B) prociS¢ena membrana BNC spremna za

previjanje rane, C) in vivo primjena celuloznog hidrogela na opeklini
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.TIJEK ISTRAZIVANJA

Priprema podloge

o Ekstrakeija 50 g listica ¢aja u kipucoj vodi
® Filtriranje ¢aja
o Hladenje na sobnu temperaturu
e Dodatak 50, 70, 90 ili 110 g/L saharoze

Prethodno uzgojena Nacjepljivanje
——

kultura Kombuche Erlenmeyerove tikvice sa 300 mL ¢aja

Fermentacija

o Tikvice prekrivene gazom
® Sobna temperatura
e 12 dana

b

Odredivanje mase i prinosa celulome biomase Odredivanje antimikrobne aktivnosti
—

Analiza napitka

e pH vrijednost
e Koncentracija octene kiseline (g/L)
o Koncentracija glukonske kiseline (g/L)
e Odredivanje alkohola kemijskom metodom
e Kapacitet zadrzavanja vode
e Brzina otpustanja vode
e FT- IR, SEM

Slika 8. Shematski dijagram tijeka cjelokupnog istrazivanja
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3.2. MATERIJALI | METODE RADA

3.2.1. Priprava kulture kombuche

Komercijalna starter kultura kombuche je pripravljena s ,,maj¢inskom teku¢inom® u bijelom
Caju uz dodatak 80 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 8 dana u asepti¢nim uvjetima pri 28 °C u

termostatu.

3.2.2. Vrsta ¢aja

Uzgojena kombucha nacijepljena je na infuziju bijelog ¢aja, Pai Mu Tan, Nutrigold, Kina.

Sastav Caja: listi¢i bijelog Caja biljke ¢ajevac Camellia sinensis.

3.2.3. Priprava kompleksne podloge (bijeli ¢aj)

Infuzija bijelog ¢aja je pripravljena dodatkom 50 g ¢aja u 1 L vode zagrijane na 80 °C u koju
je dodano 50, 70, 90 i 110 g/L saharoze (bijeli konzumni Secer). Nakon ekstrakcije koja je
trajala 3 minute (prema naputku proizvodaca), ¢aj je ohladen na sobnu temperaturu. Infuzija
bijelog ¢aja je prelivena u sterilne staklene posude za kué¢nu uporabu (1500, 720 i 370
mL),nakon ¢ega su uzorci inokulirani sa svjeze uzgojenom kombucha kulturom (30 %
tez/vol). Nacijepljeni uzorci su inkubirani pri 25 °C (sobna temperatura) tijekom 12dana,
nakon Cega je prevrela tekucina centrifugirana pri 2500 okr/min tijekom 10 minuta, a
supernatant je uporabljen za daljnja odredivanja. Kontrolni uzorak je bila neprevrela infuzija

bijelog caja pripravljena isti nacin, kao i prevrela.

3.2.4. Kemijski definirane podloge

Osnovna kemijski definirana podloga u istraZivanjima je bila Hestrin-Schramm tekuca
podloga (Hestrin i Schramm, 1954) slijedeceg sastava (g/L):

- glukoza 20

- pepton5

- kvascev ekstrakt 5

- dinatrijev fosfat 2,7
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- limunska kiselina 1,15
Pripravljena osnovna podloga je sterilizirana u autoklavu tijekom 20 min na 121 °C, a pH
prije sterilizacije je podeSen na 5,0. Sterilizirana podloga (po 100 mL) je razlivena u 20
tikvica od 300 mL u koje su dodane razli¢ite koncentracije glukoze, galaktoze, fruktoze i
glicerola.
1. podloga: 4 tikvice s dodatkom glukoze (1 - 5 % tez/vol);
2. podloga: 4 tikvice s dodatkom galaktoze (1 - 5 % tez/vol);
3. podloga: 4 tikvice s dodatkom fruktoze (1 -5 % tez/vol);
4. podloga: 4 tikvice s dodatkom glicerola (1 — 5 % vol/vol);
5. podloga: 4 tikvice s osnovnom podlogom, uz razliéiti pH (3; 4; 5; 7).
Podloge su inokulirane s 10 % inokuluma (10 g/100 mL), nakon toga je proveden uzgoj 12
dana pri 25 °C (sobna temperatura). Prevrele podloge su centrifugirane pri 2500 okr/min

tijekom 10 minuta, a supernatanti su uporabljeni za daljnja odredivanja.

3.2.5. Odredivanje pH vrijednosti

Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 12 dana fermentacije. Mjerenja su
provedena nakon paZzljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub posuda, kako ne bi
doslo do oste¢enja nanocelulozne biomase koja pluta na povrSini uzorka. Mjerenja su

provedena pomoc¢u pH metra Hanna Industrial model HI 98103.

3.2.6. Odredivanje koncentracije octene kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog ¢aja, 20 mL vode 1
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:

m(CH3COOH) = 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)
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3.2.7. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 20mL 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 (mg/mL) izraCunata je prema

jednadzbi:

v (CsH1207) = (V(NaOH) - M(NaOH).-1,97) / Vuzorka (2
gdje je:

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

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

Vuzorka = volumen uzorka (mL)

3.2.8. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima caja tijekom previranja Secera do etanola i1
biooksidacije etanola do octene kiseline je odredivan kemijskom metodom koja se zasniva na
oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom (K,Cr,07) u kiselom okolisu.

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL uzorka ¢aja koji je razrijeden s
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos ¢aja i vode je 1:10). Uzorak je prebacen u tikvicu
kruskastog oblika od 50 mL 1 neutraliziran s 0.1 M NaOH.

U Erlenmeyer tikvicu od 100 ml, u koju ¢e se hvatati destilat, stavljeno je 10 mL otopine
kalijevog bikromata i 5 ml koncentrirane H,SO,. Destilat se preko hladila i lule uvodi u
otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u rashladenoj
vodi. Destilacija mora biti polagana 1 postupna i trajala je dok se sadrzaj u tikvici za
destilaciju nije smanjio na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao). Po
zavrsetku destilacije lula je isprana s nekoliko mlazova destilirane vode u istu Erlenmeyer
tikvicu u koju je uzorak predestiliran. Sadrzaj tikvice je promuckan, zaCepljen gumenim
¢epom 1 ostavljen stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije
alkohola utroSen je jedan dio bikromata, dok je drugi dio ostao u suviSku. Zatim je sadrzaj

kvantitativno prebacen u Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200
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mL destilirane vode radi razrjedenja i 10 mL 20%-tne otopine KI (radi odredivanja preostale
koli¢ine kalijevog bikromata) i ostavljeno zacepljeno 5 minuta.

Tada dolazi do oksido-redukcijskog procesa izmedu preostalog kalijevog bikromata i KI:
krom se iz Sesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz KI se oksidira u elementarni jod,
zbog Cega otopina dobije tamnu boju. Pritom se elementarni jod oslobada u koli¢ini
ekvivalentnoj kalijevom bikromatu.

Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata (Na;S;0s3), pri
¢emu dolazi do oksidoredukcije izmedu joda 1 natrijevog tiosulfata, u kojoj se jod reducira, a
tiosulfat oksidira. Kad je boja postala svjetlija, dodano je 5 mL 1%-tne otopine $kroba i
titrirano do pojave tirkizno-zelene boje.

Koncentracija (vol %) alkohola je izracunata prema jednadzbi:
alkohol (vol %) = (10 - =) - 2 ©)

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

3.2.9. Izracunavanje mase i prinosa nanocelulozne biomase kombuche

Nakon 12 dana fermentacije, plutaju¢i gelovi nanocelulozne biomase, koji su formirani na
povrsini hranjivih podloga su pazljivo izvadeni iz staklenih posuda, oprani demineraliziranom
vodom 1 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 nanocelulozne biomase i nakon toga stavljeni na suSenje u suhi
sterilizator pri 50 °C/4 sata. lzmjerena je masa nanocelulozne biomase (g) prema sljedecoj

formuli:
Mep (Q) = My — M 4)

gdje je:
M, = masa (vlazne/suhe) nanocelulozne biomase (g)

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

Prinos celulozne biomase(Y ) je izracunat prema formuli:

vlazne biomase nakon fermentacije —y vlaznog inokuluma
Y (%) = ko je —v g ). 100 (5)

(y izvora C na pocetku fermentacije )

3.2.10. Odredivanje utjecaja povrSine i1 dubine hranjive podloge na  kinetikusinteze

bakterijske celuloze

Svi istraZivani uzorci pripravljeni su u staklenim posudama sljede¢ih dimenzija:
a) Kemijski definirana podloga

- Erlenmeyer tikvice volumena 300 mL (d = 8,7 cm; h = 15,6 cm; a = 59,4 cm?).
b) Kompleksna podloga (¢aj)

- Staklena posuda volumena 720 mL (d = 9 cm; h = 12 cm; a = 77,1 cm?).

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

- Staklena posuda volumena 1000 mL (d = 10 cm; h = 18 cm; a = 113,1 cm?).

3.2.11. Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode (eng.Water-Holding Capacity; WHC)

Kapacitet zadrzavanja vode bakterijske nanoceluloze odredivan je nakon 12 dana
fermentacije. Biomasa kombuche je iz prevrelih podloga izvadena pomocu plasti¢ne pincete,
protresena da se ukloni visak tekucine i nakon toga izvagana. Nakon vaganja, nanocelulozna
biomasa je ostavljena da se pokrivena filtar papirom susi na sobnoj temperaturi 48 h
(uklanjanje slobodne vode), nakon &ega je suSena 12 h pri 60 °C u suhom sterilizatoru, kako
bi se u potpunosti uklonila vezana voda. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) je izraCunat

prema formuli (Shezad i sur., 2010):

WHC = (masa vode uklonjena tijekom suSenja (g)/suha tvar bakterijske celuloze (g))
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3.2.12. Odredivanje brzine otpustanja vode (eng. Water-Release Rate; WRR)

Za odredivanje brzine otpustanja vode iz novo sintetizirane bakterijske nanoceluloze, mase
vlaznih uzoraka su mjerene kontinuiranim vaganjem u odredenim vremenskim razmacima 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 razmaku.

3.2.13. FT-IR spektroskopija

Svi uzorci bakterijske nanoceluloze su suseni u suhom sterilizatoru pri 60 °C u Petrijevim
zdjelicama u tankom sloju, a nakon toga usitnjeni u tarioniku do praha. IR spektri ¢vrstih
uzoraka snimljeni su u kalijevu bromidu na IR-spektrofotometru Bruker, ALPHA-

Transmittance FTIR Spectrometre pri rezoluciji od 2 cm™ u rangu od 4000 do 400 cm™.

3.2.14. Pretrazna elektronska mikroskopija (eng. Scaning Electron Microscopy; SEM)

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) napravljena je na instrumentu Tescan Vega 3
Easyprobe s volframovom Zarnom niti, pri ubrzavaju¢éem naponu 5 kV. Uzorci su prethodno

napareni vodljivim slojem zlata i paladija.

3.2.15. Odredivanje kristalini¢nosti bakterijske celuloze (jodni broj)

Odredivanje jodnog broja se izvodi putem metode koja se temelji na odredivanju koli¢ine
apsorbiranog joda u amorfnim podru¢jima celuloze. Ta se koli¢ina odreduje indirektno,
titracijom preostalog joda u otopini s 0,01M Na,S,03.

Postupak:

Uzorak nanocelulozne biomase (0,3 g) stavljen je u Erlenmeyer tikvicu od 300 mL sa $lifom i
prelije s 2 mL otopine joda (5 g I, + 40 g KI + 50 mL H,0). Reakcija je trajala 3 minute i
nakon toga je u reakcijsku smjesu dodano 100 mL zasi¢ene NapSOg4, sve promijeSano i

ostavljeno na tamnom mjestu 1-4 h, uz mijeSanje (magnetna mijeSalica). Nakon toga je
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preostali jod odreden titracijom s 0,01 M Na,S,03 uz skrob kao indikator (na 50 mL otopine
za pipetiranje dodano je 50 mL demineralizirane vode i 1 mL skroba (0,5 %-tna otopina).
Slijepa proba (sve isto osim nanoceluloze).

Koli¢ina apsorbiranog joda je izraCunata prema jednadzbi:

~ (a—b)*2,04%2,54
| broj = W (mg I,/g celuloze) (6)
m(1-355)

gdje je:

a—volumen 0,01 M Na,S;0sutrosen za slijepu probu (mL)

b - volumen 0,01 M Na,S,0Ozutrosen za titraciju uzorka (mL)

m — masa uzorka ()

w — udjel vlage (%)

Apsorpcija joda moze posluziti za odredivanje indeksa kristalini¢nosti jer se dogada u
amorfnim dijelovima molekule nanoceluloze. Inverzna vrijednost jodnog broja razmjerna je
kristalinicnim dijelovima nanoceluloze 1 izrazava se kao indeks kristalini¢nosti prema

jednadzbi koju su predlozili Nelson 1 sur. (1970):

Cr 1 =100 — (I broj / 412 - 100) (%) (7)

3.2.16. Odredivanje antimikrobne aktivnosti kombucha bijelog ¢aja

Antimikrobna aktivnost inhibicije rasta odabranih test mikroorganizama, bakterija vrsta
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Pseudomonas sp.i Vibrio cholerea, kao i kvasca
Candida albicans, odredivana je disk-difuzijskom metodom. Kao test mikroorganizmi
koriSteni su sojevi bakterijskih kultura iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opcéu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.
Na povrsinu Cvrste hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici, na koju je prethodno nacijepljen
test-mikroorganizam, postavljeni su diskovi s odredenim antimikrobnim agensom. Tijekom
inkubacije spoj je difundirao radijalno iz diska u agar tvoreé¢i gradijent koncentracije i ovisno
0 njegovim antimikrobnom djelovanju inhibirao rast mikroorganizma u okolini diska.
Prozirna zona u kojoj nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (ZI) i indikacija je

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

Razvoj procesa za proizvodnju i primjenu biorazgradivih materijala jedan je od ciljeva zelene
kemije i smatra se jednim od nacina povecanja uéinkovitosti konvencionalnih procesa, kako
bi se ocuvala sigurnost okoliSa. Medu tim biorazgradivim materijalima, bakterijska
nanoceluloza (BNC) je vrlo lako dostupan ugljikohidratni polimer koji je pokazao potencijal
za primjenu u razli¢itim granama industrije (Panesar i sur., 2012; Wu i sur., 2013).

Kombucha je jedno od najpopularnijih fermentiranih tradicionalnih napitaka koji se
konzumira zbog unaprjedenja zdravlja. Potvrdeno je da se konzumacijom kombuche lijece ili
umanjuju simptomi bolesti poput artritisa, loSe probave, razli¢itih tipova karcinoma,
hepatotoksi¢nost i dr. (Sreeramulu i sur., 2000; Pauline i sur., 2001; Hiremath i sur., 2002).
Fermentaciju kombuche provode simbioticki povezane vrste kvasaca i bakterija octene
kiseline (Teoh i sur., 2004), koje je, kao starter kulture, proglasio sigurnima US Food and
Drug Administration (CDC, 1996).

Celuloza je najzastupljeniji prirodni polisaharid i sastavni je dio vecine biljnih materijala. No,
komercijalno dostupna biljna celuloza je necista zbog prisutnosti velikih koli¢ina lignina i
hemiceluloze, koji se moraju uklanjati kemijskim putem kako bi se dobila ¢ista celuloza. U
usporedbi s biljnom celulozom, bakterijska nanoceluloza (BNC) moze se sintetizirati
ekstracelularno pomocéu bakterija, kao §to su Gluconacetobacter xylinus i Sarcinia.
Istrazivanjima je dokazano da BNC posjeduje nekoliko prednosti, kao §to su: visoka Cistoca i
mehani¢ka snaga u vlaZznom stanju, Visoki stupanj kristalini¢nosti, biokompatibilnost,
netoksi¢nost, vrlo veliku poroznost i hidrofilnost, ultrafinu mrezu vlakana, selektivnu
permeabilnost i vrlo visok kapacitet zadrZzavanja vode a sve s istom kemijskom strukturom
kao i biljna celuloza (Yoshinada i sur., 1997; Phisalaphong i Jatupaiboon, 2008; Pecoraro i
sur., 2008). Ova svojstva ¢ine BNC materijalom primjerenim za tehnoloske primjene u
bioenergiji, bioplastici, biomaterijalima, nanotehnologiji, razvoju lijekova, prehrani, kemiji,
farmaciji, medicini i tekstilu (Chawla i sur., 2009; Shah i sur., 2013; Shi i sur., 2014).
Uzimaju¢i u obzir ove Cinjenice, nuzno je provesti karakterizaciju bakterijske nanoceluloze

(BNC) proizvedene s kombuchom za komercijalno koriStenje i primjenu.
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4.1. pH VRIJEDNOST, ORGANSKE KISELINE | ETANOL

4.1.1. Kompleksna podloga — bijeli ¢aj

4.1.1.1. pH vrijednost

Mjerenje pH vrijednosti je parametar kojim se kontrolira tijek fermentacije i koristi se za
odredivanje zavrSetka procesa (Malbasa i sur., 2011). Nadalje, koncentracija vodikovih iona
je faktor koji moze aktivirati ili inhibirati rast 1 razmnozavanje pojedinih vrsta
mikroorganizama u hrani. Bakterije octene kiseline podnose aktivnu kiselost okolisa u pH
podrucju od 3,6 do 6,3, a vrijednosti koje nisu nize od 5,4 pospjesuju njihovo razmnozavanje.
Optimalna pH vrijednost za kvasce ovisi o vrsti i soju, no prosjecno se krece u podrucju od
4,5 do 6,5 (Antolak i Kregiel, 2015). Tijekom analiziranog procesa fermentacije, pH u
kombucha napitku smanjio se sa 3 na 2,6 jedinica. Takve niske pH vrijednosti mogu
doprinijeti smanjenju opée senzoricke kakvoce ¢aja sve do nedopustive razine (Chu i Chen,
2006).

Pocetni pH nakon inokulacije je bio prosjecno oko 3,6 (Slika 9) i bio je nizi nego §to su
zabiljezili Kallel 1 sur. (2012). U njihovom istrazivanju na zasladenom caju, uoceno je
smanjenje pH vrijednosti s 5,5 na 3,8 odmah nakon inokulacije kombuche u ¢aj. U
istrazivanju koje su proveli Cretovi¢ 1 sur. (2008), pH vrijednost zasladenog ¢aja odmah
nakon inokulacije bila je 4,7, no nakon tre¢eg dana fermentacije, koncentracije octene i
limunske kiseline su pocele rasti. Unato¢ stalnom rastu koncentracije organskih kiselina
tijekom fermentacije, autori nisu uocili znacajnije promjene pH vrijednosti. To se mozZe
objasniti puferskim kapacitetom fermentiranog ¢aja (Cretovié i sur., 2008).

Tijekom procesa fermentacije zasladene infuzije ¢aja, disaharidi podlijezu hidrolizi do
monosaharida pod utjecajem enzima i kiselina. Uloga kvasaca tijekom fermentacije je da
previru Secere do alkohola i CO,. Za razliku od kvasaca, bakterije octene kiseline nastanjuju
celulozni dio kombucha starter kulture. One imaju vitalnu ulogu u procesu fermentacije zbog
toga Sto su odgovorne za stvaranje novog sloja celulozne pelikule 1 metaboliziraju alkohol

koji je kvasac proizveo, do organskih Kiselina.
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Slika 9. Promjena pH vrijednosti bijelog ¢aja tijekom 12 dana fermentacije s kombuchom

4.1.1.2. Organske kiseline

Unato¢ nastajanju organskih kiselina, temeljni metaboliti tijekom fermentacije kombuche su
jednostavni Seceri, CO; i etanol (Chakravorty i sur., 2016). Prema Chen i Liu (2000), Lon¢ar i
sur. (2000), Malbasa i sur. (2002) i Jayabalan i sur. (2007), octena, glukuronska i glukonska
kiselina su glavni zdravi proizvodi kombucha napitka koji se proizvodi iz zasladenog ¢aja u
kontroliranim i optimiranim uvjetima fermentacije. Nguyen i sur. (2015) smatraju da pravi
izbor kombucha starter kulture omogucava proizvodnju napitka s najve¢im udjelom zdravih
organskih kiselina. Koncentracija sintetiziranih organskih kiselina, octene i glukonske,
mijenjala se tijekom vremena trajanja fermentacije $to je prikazano na Slikama 10-13. Glavna
organska kiselina u fermentiranom bijelom ¢aju bila je octena kiselina, ¢ija se koncentracija
povecavala tijekom istrazivanog vremena. Zabiljezen je Kkonstantni rast sve do 8. dana
fermentacije (Slike 10 i 11), nakon Cega se koncentracija nije znacajnije mijenjala i bila je
relativno niska, u podru¢ju od 1,85 do 7,1 g/L (50 i 70 g/L dodane saharoze). Ove vrijednosti
se mogu objasniti nedovoljnom koli¢ine glukoze potrebne za sintezu octene kiseline. Dio

glukoze je vjerojatno potroSen za sintezu celuloze tijekom fermentacije. Dobiveni rezultati su
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u suglasju s rezultatima koje su objavili Kallel i sur. (2012) (5,4-8 ¢g/L) nakon 14 dana

fermentacije.
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Slika 10. Kinetika nastajanja octene i glukonske Kiseline tijekom 12 dana fermentacije

kombucha bijelog ¢aja (50 g/L)
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Slika 11. Kinetika nastajanja octene i glukonske Kkiseline tijekom 12 dana fermentacije

kombucha bijelog ¢aja (70 g/L)
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Pri koncentraciji od 90 g/L primijecen je blagi linearni rast koncentracije octene kiseline do
11. dana fermentacije (od 1,75 do 4,1 g/L), nakon ¢ega je koncentracija naglo porasla do 11 ,1
g/L (Slika 12). Dodatkom 110 g/L Secera u infuziju bijelog ¢aja izmjerena je najveca
koncentracija octene kiseline od 11,52 g/L u 12. danu fermentacije nakon linearnog rasta
tijekom cijelog procesa (Slika 13). 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 i sur., 2008), a u
ovom radu je pocetna koncentracija octene kiseline bila 1,8 jer je s bakterijskom celulozom
uzgojenom u bijelom ¢aju dodan i majcinski fermentirani ¢aj koji je sadrzavao octenu

kiselinu.
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Slika 12. Kinetika nastajanja octene i glukonske kiseline tijekom 12 dana fermentacije
kombucha bijelog ¢aja (90 g/L)

Bakterije octene kiseline glukozu oksidiraju do glukonske kiseline. Glukonska kiselina je
druga glavna organska kiselina koja nastaje kao posljedica metabolizma kombuche. Kao §to je
vidljivo na Slikama 10-13, koncentracija glukonske Kiseline tijekom fermentacije bijelog ¢aja
linearno se smanjivala i bila je niza od koncentracije octene kiseline, no samo pri
koncentraciji od 70 g/L je zabiljezen linearni rast u pocetku fermentacije, od 3,45 g/L do 5,85
g/L u 4. danu istrazivanja, da bi nakon toga opadala sve do 3,6 g/L (Slika 11). Kod

koncentracije Sec¢era od 90 g/L, uocen je linearni pad koncentracije glukonske kiseline do
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kraja fermentacije bijelog Caja, Sto je u konacnici rezultiralo najnizom izmjerenom
koncentracijom, koja je iznosila 1,4 g/L. | kod koncentracije od 110 g/L uocen je blagi rast
koncentracije glukonske kiseline do 3. dana uzgoja (3,2 g/L), nakon ¢ega je uslijedio pad
vrijednosti sve do 1,95 g/L (8. dan fermentacije) i samo blago smanjenje koncentracije
glukonske kiseline do kraja fermentacije (Slika 13).
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Slika 13. Kinetika nastajanja octene i glukonske Kkiseline tijekom 12 dana fermentacije
kombucha bijelog ¢aja (110 g/L)

Prema vecini autora, koncentracija etanola u kombucha napitcima nije veéa 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. U ovom radu je u bijeli ¢aj dodano
50, 70, 901 110 g/L saharoze (konzumni bijeli Secer) i ve¢ u 2.danu fermentacije, izmjerena je
maksimalna koncentracija etanola, 0,95 g/L (110 g/ L Secera), koja se u 8. danu smanjila na
0,01 ¢g/L, a nakon toga se nije mijenjala do kraja fermentacije (Slika 14). Pri drugim
koncentracijama Secera uocen je ujednacen usporedni pad vrijednosti etanola od pocetnih
vrijednosti 0,75 g/Lu 2. danu do 0,1 g/L u 8. danu, nakon ¢ega su Vrijednosti koncentracije

EtOH pale na 0,005 g/L i u potpunosti se izjednacile s vrijednostima postignutim pri
koncentraciji Secera od 110 g/L (Slika 14).
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Slika 14. Kinetika nastajanja etanola tijekom 12 dana fermentacije kombucha bijelog ¢aja

4.1.2. Kemijski definirane podloge

Proces biosinteze bakterijske nanoceluloze (BNC) je kompleksan i posljedica je mnogih
¢imbenika. Pojacano izlu¢ivanje BNC mozZe ovisiti o ucinkovitom troSenju izvora ugljika.
Bakterijske vrste koje sudjeluju u sintezi BNC imaju razli¢ite enzimske sustave 1 metabolicke
putove, te izvore ugljika dodane u hranjive podloge koriste na razli¢iti na¢in za svoj rast i
sintezu BNC s razli¢itom uc¢inkovito$¢u. Izvor ugljikaje klju¢ni prekursor potreban za sintezu
glukoze preko dva glavna metabolicka puta: pentoza fosfatnog puta i Krebsovog ciklusa
(Zhong i sur., 2013).

Glukoza se wvrlo lako transportira kroz stanicnu membranu i uvodi u put
biosintezenanoceluloze. Glavnina te glukoze se konvertira u glukonsku kiselinu, pri ¢emu
dolazi do smanjenja pH vrijednosti podloge, a posljedica toga je smanjenje sinteze BNC. Za
razliku od glukoze, glicerol izaziva prebacivanje pentoza fosfatnog puta na Krebsov ciklus,
pri ¢emu dolazi do daljnje sinteze BNC bez dodatnog nastajanja glukonske kiseline (Zhong i
sur., 2013). Ovom se pojavom moZe objasniti povecana uc¢inkovitost sinteze BNC i smanjenje
fluktuacije pH vrijednosti kada se glicerol koristi kao glavni izvor ugljika, u usporedbi s

glukozom. Jung i sur. (2010) su objavili da se u podlogama u kojima su glicerol i fruktoza

31



glavni izvori ugljika, kiseli sastojci hranjivih podloga troSe putem Krebsovog ciklusa, ¢ime
dolazi do nakupljanja energije i pobolj$anja rasta i razmnoZzavanja stanica mikroorganizama,
kao i sinteze BNC (Jung i sur., 2010). Kao i glicerol, fruktoza putem pentoza fosfatnog puta i
glukoneogeneze na jednostavan nacin nakuplja UDP-glukozu, potrebnu za sintezu BNC
(Zhong i sur., 2013).

Promjena pH vrijednosti tijekom uzgoja kombuche u kompleksnim podlogama odvija se
ovisno o koncentraciji nastalih organskih kiselina (Mikkelsen i sur., 2009). U ovom radu
zeljelo se istraziti kako pH vrijednost hranjivih kemijski definiranih podlogamoze utjecati na
nastajanje octene i glukonske kiseline (Slike 15 i 16). Istrazivanjima je dokazano je da
optimalna pH vrijednost za proizvodnju bakterijske celuloze ovisi o vrsti bakterija octene
kiseline, no interval u kojem se te vrijednosti krecu je izmedu 4 i 7, a prema Son i sur.
(2001), najbolji rezultati su dobiveni pri pH 6,5. U ovom radu se pH vrijednost 5,0 pokazala
najboljom za uzgoj i proizvodnju bakterijske nanoceluloze (Slika 16). 1z slike je vidljivo da su
podjednaki rezultati postignuti pri pH 3 i pH 7, dakle i pri kiselom i neutralnom pH
okruzenju, bakterijska je celuloza sintetizirana podjednako. No, pri industrijskoj proizvodnji
bakterijske celuloze za biomedicinske primjene (Biofill i Gengiflex), pH mora biti odrzavan
na niskim vrijednostima, izmedu 4 i 4,5, kako bi se izbjegle moguce kontaminacije podloge
tijekom uzgoja (Jonas i Farah, 1998). Takoder je vaZzno napomenuti da se pH vrijednost
tijekom uzgoja moze sniziti zbog nakupljanja sekundarnih metabolita, uglavnom organskih
kiselina (octena, glukonska, mlijecna). Zbog toga je u industrijskoj proizvodnji bakterijske
celuloze izrazito vazno odrZavanje pH podloge na vrijednosti na kojoj se postize maksimalni
prinos bakterijske celuloze, uz minimalnu moguénost kontaminacije.

Na Slici 16 je vidljivo da je najveéa koncentracija octene kiseline (0,47 g/L) izmjerena pri
niskoj pH vrijednost podloge (pH 3,0), jedva zamjetno manja koncentracija (0,43 g/L)
dobivena je fermentacijom pri pH 5, a nakon toga je linearno padala sve do 0,24 g/L pri pH 9.
Koncentracija glukonske kiseline pri pH 3 je takoder najvisa (7,1 g/L), no ve¢ kod pH 5 je
odredena najniza koncentracija od 5,36 g¢/L, dok je pri pH 9 izmjerena koncentracija
glukonske kiseline bila 5,1 g/L (Slika 16).
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Slika 15. Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije kombuche u kemijski definiranim

podlogama
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Slika 16. Utjecaj pH vrijednosti kemijski definirane HS osnovne podloge (20 g/L glukoze) na
nastajanje octene i glukonske kiseline

Kada se saharoza koristi kao jedini izvor ugljika, rast bakterija i prinos BNC je ograni¢ena u
usporedbi s drugim dodanim izvorima ugljika . Saharoza je disaharid i zahtijeva viSe enzima i
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visSe kompleksnih procesa da se potrosi, pa se time dobiva manje mikrofibrila, Sto moze biti
objasnjenje za manje osusenu BNC s ve¢om poroznoséu, a samim time i ve¢im udjelom vode
u sintetiziranoj BNC.

Za razliku od podloge sa saharozom, glicerol se moze koristiti preko dva metabolicka puta,
pospjesuje rast bakterija 1 rezultira gus¢om (¢vrs¢om) retikuliranom strukturom sa smanjenom
porozno$éu. Ovi su rezultati u suglasju s provedenim istrazivanjima (Jung i sur., 2010; Jonas i
Farah, 1998; Tang i sur., 2010). Al-Shamary i sur. (2013) su objavili da kad je saharoza jedini
izvor ugljika, poroznost BNC pelikule postize 80 %, dok je kod glukoze, fruktoze i glicerola
bila manja (70 %, 66 % i 65 %).

Kako bi se osigurali optimalni uvjeti za rast bakterije G. xylinus, provedeni su pokusi s
razli¢itim izvorima ugljika: glukozom, galaktozom, fruktozom i glicerolom, dodanim u
osnovhu HS podlogu u razli¢itim koncentracijama (Slike 17-18). Ovime se Zzeljelo
aklimatizirati inokulum simbioticke kulture bakterija i kvasaca iz majéinske kulture
kombuche u modificiranim HS podlogama, kako bi se minimalizirao metaboli¢ki Sok
mikroorganizama da su naglo izlozeni razli¢itim izvorima ugljika (osim glukoze u HS

podlozi) tijekom scale-up faze eksperimenta.
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Slika 17. Utjecaj koncentracije izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama na nastajanje

octene kiseline
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Slika 18. Utjecaj koncentracije izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama na nastajanje

glukonske kiseline

Budu¢i da cijena izvora ugljika ima glavnu ulogu u procjeni isplativosti industrijske
proizvodnje BNC, jeftiniji izvori ugljika, kao $to je glicerol koji se dobiva kao sporedni
proizvod pri proizvodnji biodizela, mogu biti obecavajuéi i lako dostupni izvori ugljika za
industrijsku proizvodnju BNC. Proizvodnjom biodizela iz zivotinjskih masti i biljnih ulja
dobiva se oko 10 % (tez/vol) glicerola kao glavnog sporednog proizvoda koji moze izazvati
brojne okolisne probleme (Paulo da Silva i sur., 2009), dok biokonverzija glicerola do
visokovrijednih proizvoda, kao S$to je BNC, moze biti financijski isplativa i ekoloski
prihvatljiva.

Reiss (1994) je ispitivao utjecaje razli¢itih izvora ugljika (saharoza, laktoza, glukoza i
fruktoza) na metabolizam kombuche, te uo¢io da koncentracija proizvedenog etanola ovisi 0

vrsti 1 koli¢ini dodanog Secera.
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Slika 19. Kinetika nastajanja etanola i biooksidacije do octene kiseline fermentacijom bijelog

¢aja s kombuchom

4.2. SINTEZA BAKTERIJSKE NANOCELULOZE (BNC)

Biotransformacijom zasladenog bijelog ¢aja tijekom fermentacije nastala je celulozna pelikula
koja se u tankom sloju oblikovala na povrsini teku¢ine. Na povrsini celulozne pelikule nalazi
se veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima je za rast 1 razmnoZavanje
nuzan atmosferski kisik, dok su s donje strane nakupine kvasaca, koji pripadaju fakultativno
anaerobnim mikroorganizmima (Sievers i sur., 1995; Malbasa i sur., 2008). Na Slici 20.
prikazana je kinetika nastajanja bakterijske celuloze iz koje je vidljivo linearno povecanje
mase celuloze tijekom 12 dana uzgoja. Prinos biomase tijekom fermentacije je usko povezan s
izvorom ugljika, odnosno supstratom. Prema dobivenim rezultatima, saharoza (90 g/L) je
izvrsni supstrat jer je nakon 12 dana fermentacije izmjereno 260 g/L vlazne bakterijske
celuloze, odnosno 4,5 g/L suhe bakterijske biomase (Slika 20).

Maksimalni udjel vlage u biomasi je uocen kada je u hranjivu podlogu dodana saharoza kao
izvor ugljika (Slika 21). Suprotno ocekivanjima, dok je maksimum masa BNC pelikule
postignuta u podlozi s glukozom i fruktozom, ta je BNC imala manji udjel vlage nego BNC
sintetizirane u drugim podlogama, pri ¢emu se moze zakljuciti da je ta pelikula imala manju

poroznost (Slika 22).
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Slika 20. Utjecaj trajanja fermentacije na sintezu BNC u bijelom ¢aju (90 g/L saharoze)
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Posljednjih dva desetlje¢a intenzivno su proucavani sastavi hranjivih podloga u kojima se
postizu maksimalni prinosi bakterijske celuloze pomocu razlicitih sojeva bakterije G. xylinus
(A. xylinum). Ta su se istrazivanja veé¢inom odnosila na izvore ugljika, koji mogu biti
monosaharidi, disaharidi, oligosaharidi, alkoholi, Secerni alkoholi i organske kiseline (Keshk i
Sameshima, 2006). Prinos bakterijske celuloze rezultat je sposobnosti bakterija octene
kiseline da apsorbiraju glukozu iz razlicitih supstrata s ugljikom, nakon ¢ega polimeriziraju
glukozu do celuloze. Bakterije octene kiseline posjeduju dva glavna operativna amfibolicka
puta: pentoza fosfatni put za oksidaciju ugljikohidrata i Krebsov ciklus za oksidaciju
organskih kiselina i sliénih spojeva (Ross i sur., 1991). Na Slici 22 prikazani su rezultati
prinosa bakterijske celuloze ovisno o izvorima ugljika u hranjivim podlogama. Prema
dobivenim rezultatima, glukoza se pokazala najboljim izvorom ugljika jer je izmjeren i
najvedi prinos vlazne biomase (142 g/L). Nakon glukoze, u podlozi s fruktozom je zabiljezen
prinos od 130 g/L, dok su galaktoza (82 g/L) i glicerol sa samo 45 g/L imali daleko manje
prinose bakterijske celuloze. Zbog toga je vrlo vazno u zacetku odrediti potencijalnu primjenu
BNC, a promjene i primjene optimirati izborom izvora ugljika. Razlike u masi se mogu
objasniti razli¢itim strukturama BNC, sintetiziranim u razli¢itim hranjivim podlogama (izvor
ugljika). Udjel vlage (% tez/teZ) i sintetiziranoj BNC bio je 90-97,6 % (Slika 22).
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Slika 22. Utjecaj razlic¢itih izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama u

koncentracijama: glukoza, galaktoza i fruktoza (25 g/L), glicerol (3 % vol/vol) na nastajanje

BNC
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4.3. UTJECAJ POVRSINE I DUBINE HRANJIVE PODLOGE NA PROIZVODNJU
BAKTERIJSKE NANOCELULOZE (BNC)

Za sintezu BNC nisu samo vazni sastav podloge, pH i temperatura fermentacije kao parametri
Koji utje¢u na prinos biopolimera. Cimbenici poput oblika bioreaktora, povriine, volumena
hranjive podloge za stati¢ni uzgoj, te intenzitet mijeSanja ili treSnje kod protreSenog uzgoja
jednako su vazni. Ruka i sur. (2012) su proveli istrazivanje s G. xylinus ATCC 53524
uzgojenog na 5 razliitih hranjivih podloga s razli¢itim izvorima ugljika (glukoza, fruktoza,
saharoza, manitol 1 glicerol). Uocili su da je u kemijski definiranoj podlozi koju su predlozili
Son i sur. (2001) postignut veéi prinos BNC s glukozom i glicerolom, nego S§to je to
postignuto u HS podlozi. Daljnji pokusi pokazali su da odgovarajuc¢i odnos povrsine hranjive
podloge i volumena (racunaju¢i na dubinu tekuce podloge ispod BNC membrane) je takoder
vrlo vazan parametar za uspjeSnu proizvodnju nanoceluloze. Rezultati istrazivanja koja su
provedena u ovom radu (Tablica 3) u suglasju su s rezultatima Ruka i sur. (2012), koji su
pokazali da je za proizvodnju BNC optimalni odnos povrsine/volumena 0,7. Nadalje, niti

masa inokuluma niti kisik ne utje¢u na prinos BNC (Ruka i sur., 2012).

Tablica 3. Utjecaj povrSine posude i dubine hranjive podloge na sintezu bakterijske

nanoceluloze nakon 12 dana fermentacije bijelog ¢aja

Posuda Volumen Konc. Promjer Dubina Povrsina Odnos Debljina
(mL) (g/L) (cm) (cm) (cm?) bakterijske
\ C d h a a/h nanoceluloze
(mm)
Al 720 50 9 12 77,10 6,425 24
A2 370 50 10 6,5 33.18 5,105 8
A3 1000 50 10 8 78,54 9,817 28
A4 1000 70 10 8 78,54 9,817 31
A5 1000 90 10 8 78,54 9,817 30
A6 1000 110 10 8 78,54 9,817 21
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Slika 23. Kinetika sinteze bakterijske celuloze u bijelom ¢aju u posudama razli¢itih dubina,

volumena i koncentracija Secera

4.4. KAPACITET ZADRZAVANJA I KINETIKA OTPUSTANJA VODE (ENG. WHC
| WRR)

Promjene u fizikalnoj strukturi bakterijske nanoceluloze rezultiraju i promjenama u fizikalnim
svojstvima. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpustanja vode (WRR) su najvaznija
svojstva bakterijske nanoceluloze jer su izravno odgovorni za njenu biomedicinsku primjenu
kao pokrovnog materijala na ranama. Zadovoljavaju¢i udjel vlage u takvom pokrovnom
materijalu ubrzava zacjeljivanje rana i stiti od mogucih kontaminacija (Ul-Islam i sur. (2012).
Takoder, omogucava ulazak aktivnih supstancija u ranu, ¢ime je omoguceno lakSe i
bezbolnije prekrivanje osteCenog podrucja koZe bez osteCenja na novonastaloj kozi (Shezad 1
sur., 2010).

U ovom su radu provedeni testovi kojima su mjereni WHS i WHR kapaciteti sintetizirane
bakterijske nanoceluloze uzgojene u bijelom ¢aju. U Tablici 4 prikazani su rezultati mjerenja
kapaciteta zadrzavanja vode u uzorcima bakterijskih nanoceluloza dobivenih uzgojem u

staklenim posudama razli¢itih promjera.
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Tablica 4. Kapacitet zadrzavanja vode u bakterijskoj nanocelulozi (BNC) ovisno o

specifi¢noj povrsini posuda u kojima je proveden uzgoj

Uzorak Masa vlazne BC Specifi¢na povrsina BC WHC

) (cm?/g) (g vode/ g uzorka)
tegla 150 1,79 109,63
teglica 120 1,35 91,84
tegla 200 1,68 100,36

Sposobnost otpustanja vode izrazito je vazno svojstvo BNC za biomedicinsku primjenu kao
pokrovnog materijala na ranama. Na Slici 24 je prikazana kinetika otpustanja vode iz uzoraka
sintetiziranih u bijelom ¢aju tijekom 96 sati pokusa. 1z Slike je vidljivo da je izmjereni
specifi¢ni udjel vode u pocetku bio najveéi u uzorku s kemijski definiranom podlogom uz
dodatak glicerola (5 % vol/vol), slijedio je bijeli ¢aj s 90 g/L saharoze, a najmanja vrijednost
je izmjerena u uzorcima s 5 % (tez/vol) galaktoze. Apsorbirana voda je za 6 dana iz uzoraka
potpuno evaporirala (ishlapila), dok je u uzorku BNC iz podloge s 110 g/L ostalo 2 % vode

vezane u matriksu pelikule.
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Slika 24. Kinetika otpustanja vode (WRR) tijekom 96 sati iz uzoraka BNC nakon 12 dana
fermentacije u bijelom ¢aju (kompleksna podloga) i u kemijski definiranoj podlozi s

dodatkom 5 % (tez/vol) galaktoze i 5 % (vol/vol) glicerola
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4.5. KRISTALINICNOST I MORFOLOGIJA POVRSINE BAKTERIJSKE
NANOCELULOZE (BNC)

Dobro je znano da je BNC koju izlu¢uje G. xylinus strukturno gradena od dvije kristalini¢ne
faze, celuloze 1, i I (1/1g = 65/35) (Son i sur., 2003).

Kristalini¢na struktura je jedno od najvaznijih svojstava bakterijske celuloze koja posjeduje
bolja mehanicka i medufazna svojstva od biljne celuloze. Ta je struktura sastavljena od I, i Ig
tipova celuloze, pri ¢emu udjel bilo kojeg tipa varira ovisno o uvjetima uzgoja, razli¢itosti
hranjivih podloga, obliku i veli¢ini posude ili reaktora u kojima se provodi uzgoj, pH
vrijednosti hranjive podloge, a posebice o rodu, vrsti ili soju bakterija octene kiseline.

Test s jodnim brojem se opcenito koristi kao osnovna empirijska metoda za mjerenje
pristupacnosti amorfnih dijelova celuloze prema vodenim otopinama. S obzirom da se jod
inkorporira u amorfne dijelove molekule nanoceluloze, inverzna vrijednost jodnog broja je
razmjerna kristalnim dijelovima celuloze i izrazava se kao indeks kristalini¢nosti (Kreze i
sur., 2005). Indeks kristalini¢nosti bakterijske celuloze uzgojene u bijelom ¢aju prikazan je na
Slici 25. Dobiveni rezultati pokazuju da kristalini¢nost bakterijske celuloze varira ovisno o

koncentraciji dodane saharoze u podlogu.
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Slika 25. Kristalini¢nost uzgojenih BNC u bijelom ¢aju

42



4.6. PRETRAZNA ELEKTRONSKA MIKROSKOPIJA (eng. SEM)

PovrSina i struktura mikrovlakana bakterijske nanoceluloze (BNC) snimane su pretraznim
elektronskim mikroskopom (Slike 26 i 27). Na Slici 26 vidljive stanice bakterija i kvasaca na
povrsini pelikule bakterijske celuloze, a na Slici 27 isprepletenost mikrovlakana sintetizirane
nanoceluloze.

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.18 mm | VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 1.00 kx BI: 8.00 50 pm
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 26. SEM snimka povrSine bakterijske nanoceluloze (BNC) nakon 12 dana uzgoja u

bijelom ¢aju(koncentracija saharoze 90 g/L)

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.00 mm
SEM MAG: 1.00 kx BI: 8.00 50 ym
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 27. SEM snimka mreze mikrovlakana bakterijske nanoceluloze (BNC nakon 12 dana
uzgoja u bijelom ¢aju(koncentracija saharoze 90 g/L).
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4.7. FT-IR SPEKTROSKOPSKA ANALIZA

Jedna od najvaznijih analitickih tehnika za karakterizaciju polimera je infracrvena
spektroskopija (IR). Glavna prednost ove tehnike je moguénost testiranja uzoraka u bilo
kojem obliku (tekucine, paste, otopine, filmovi, prahovi, vlakna). IR spektroskopija je tehnika
koja se temelji na vibracijama atoma u molekuli. Infracrveni spektar se dobiva prolaskom
infracrvenih zraka kroz uzorak i odredivanjem frakcije koja je apsorbirana pri odredenoj
energiji. Energija pri kojoj se ocitava pojedini pik u apsorpcijskom spektru, odgovara
frekvenciji vibracija dijela molekule uzorka. FT-IR analiza omogucava istraziva¢ima dodatne
informacije 0 super-molekularnoj strukturi i moze se, takoder, koristiti za odredivanje
kemijskog sastava prirodnih i modificiranih vlakana. C-O-C vibracije pojavljuju se na valnim
duljinama blizu 1600 i 900 cm™, O-H na 3500 do 3300 cm™, a C-H vibracije se pojavljuju
izmedu 1430 i 1290 cm™ Na Slici 28 prikazani su spektri karakteristi¢ni za celulozu
sintetiziranu pri razli¢itim koncentracijama dodanog Secera, s izrazenim pikovima kod 3400,
2880 i 1110 cm™. Ovi su pikovi rezultat vibracija O-H, C-H i C-O-C grupa u celuloznoj
strukturi, Sto ukazuje na preteZzito kristali¢nu strukturu BNC i u skladu je s istrazivanjima koje

su proveli Chen i sur. (2010).
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Slika 28. FT-IR spektri BNC sintetizirane u bijelom ¢aju s razli¢itim koncentracijama

dodanog Secera
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4.8. ANTIMIKROBNO DJELOVANJE KOMBUCHA BIJELOG CAJA

Bijeli ¢aj dobiven nakon fermentacije kombuche, pokazao je antimikrobna svojstva koja se
smatraju rezultatom prisutnosti polifenola u ¢aju. Stupanj ove aktivnosti ovisi 0 vrstama
bakterija i strukturi polifenola. Antimikrobna nefermentiranog ¢aja (bijeli ¢aj) je znacajno
veca od aktivnosti postignute s polufermentiranim (zeleni ¢aj) ili fermentiranim ¢ajem (crni
¢aj). Nadalje, najveca antimikrobna aktivnost je =zabiljezena u uzorcima s najvecom
koncentracijom polifenola (Pawar, 2018).

U ovom radu je antimikrobna aktivnost fermentiranog bijelog ¢aja s kombuchom ispitivana na
pet testnih mikroorganizma; bakterije vrsta Salmonella typhimurium, Escherichia coli,
Pseudomonas sp. i Vibrio cholerae, te kvascem C. albicans. Rezultati prikazani u Tablici 5
ukazali su na izvrsno antimikrobno djelovanje na bakteriju E. coli i vrlo dobro djelovanje na
S. typhimurium i Pseudomonas sp., dok su u prisutnosti V. cholerae uo¢ene zamucene zone
inhibicije bez jasnih granica.lz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je dvostruko veca
antimikrobna aktivnost postignuta prema istrazivanim bakterijama, nego prema kvascu C.
albicans. Takoder je uoceno da je fermentirani bijeli ¢aj, pripravljen uz dodatak 50 g/L
saharoze imao najvece antimikrobno djelovanje jer je djelovao i na kvasac C. albicans
(Tablica 5).

Tablica 5. Antimikrobna aktivnost fermentiranog kombucha bijelog ¢aja s razli¢itim

koncentracijama konzumnog bijelog Secera

Koncentracija S. E. coli V. cholarae  Pseudomonas sp. C. albicans

saharoze (g/L)  typhimurium

Zone inhibicije (cm)

50 2,2 2,3 0* 2,5 1,4
70 1,7 2,0 0* 1,6 1,3
90 1,5 1,8 0* 2,4 1,1
110 2,4 2,3 0* 2,7 -

0* - blago zamucéenje, bez zona inhibicije
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5. ZAKLJUCCI

1. Kombucha je nutritivno vrijedni napitak vrlo sloZzenog sastava, a glavni proizvodi koji
nastaju kao posljedica biotransformacije su organske kiseline i mali udjel etanola, te

bakterijska nanoceluloza (BNC), koja se u obliku tanke opne oblikuje na povrsini napitka.

2. Uzgoj kombuche proveden je u kompleksnoj podlozi s dodatkom 50, 70, 90 i 110 g/L
saharoze kao jedinim izvorom ugljika (bijeli ¢aj) i kemijski definiranim podlogama s
razli¢itim koncentracijama izvora ugljika: glukozi, galaktozi, fruktozi (1-5 % tez/vol) i

glicerolu (1-5 % vol/vol).

3. U svim je uzorcima pad pH vrijednosti i koncentracije etanola bio u korelaciji s

povecanjem koncentracije octene 1 glukonske kiseline.

4. Povrsina posude za uzgoj i dubina hranjive podloge znacajno utjeCe na prinos
bakterijske nanoceluloze (BNC). Optimalni uvjeti za fermentacija su u plitkim posudama sa
Sirokim grlom, zbog $to boljeg pristupa kisika bakterijama octene kiseline, koje su odgovorne

za sintezu bakterijske nanoceluloze.

5. Sposobnost bakterijske nanoceluloze da apsorbira ili otpusti velike koli¢ine vode
izri¢ito je ovisna o strukturnim znaCajkama, posebice o specifi€noj povrSini i ukupnom

volumenu same pelikule nanoceluloze, te poroznosti strukture.

6. FT-IR spektroskopskom analizom je dokazana pretezito kristalini€na struktura

bakterijske nanoceluloze uzgojene u bijelom ¢aju pri svim koncentracijama dodanog Secera.

7. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija S.
typhimurium, E.coli, V. cholerae i Pseudomonas sp., te kvasca C. albicans. Fermentirani bijeli
Caj je pokazao izvrsnu antimikrobnu aktivnost prema tri bakterijske kulture, kao i na kulturu

kvasca C. albicans, no nije pokazao inhibicijsko djelovanje na bakteriju V. cholerae.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi

nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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