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1. UVOD

Prirodno fermentirana pi¢a posjeduju brojne metabolicke, prehrambene, prebioticke i
probioticke potencijale, ali u ovom trenutku vecéina potencijala ostaje neiskoriStena 1
nedostupna krajnjem kupcu. Kefirni napitak moze biti zanimljiva alternativa fermentiranim
proizvodima na bazi mlijeka i probioticima koji nisu prikladni za osobe s alergijom na proteine
mlijeka ili osobama s intolerancijom na laktozu. Dodatno, postoji moguénost odabira
specificnih sojeva bakterija iz velikog broja mikroorganizama koji se nalaze u prirodno

fermentiranim pi¢ima te se mogu odabrati za razvoj novih probiotika (Frost 1 Sullivan, 2007).

U posljednje vrijeme potrosaci su postali viSe zainteresirani za hranu i zdravlje, §to je
rezultiralo povecanom potraznjom za zdravom hranom i pi¢ima (Frost i Sullivan, 2008). U
proslosti se zdravim proizvodima smatralo one sa smanjenom masno¢om, soli, Seerom ili
kolesterolom, ali to se promijenilo u korist proizvoda s dodanom hranjivom i funkcionalnom
vrijednos¢u, kao S§to su dodatak vitamina, prebiotika ili probiotika (Frost 1 Sullivan, 2007,

2010).

Jasan je trend prirodnih proizvoda bez aditiva i1 konzervansa. Jedinstvena
organolepti¢ka svojstva prirodno fermentiranih pi¢a mogu rezultirati stvaranjem inovativnog
fermentiranog proizvoda na bazi kefira kao sto su sokovi (Corona i sur., 2016), pivo (Rodrigues
isur., 2016) 1 fermentirani vo¢ni sokovi (Randazzo i sur., 2016). Ovi trendovi ukazuju na to da
postoji trziSna prilika za komercijalno iskoriStavanje prirodno fermentiranih pi¢a poput

kefirnog napitka.

Medutim, svojstva i sastav ovih prirodno fermentiranih pi¢a znacajno variraju ovisno o
uvjetima fermentacije. S obzirom na njihovu sloZenost, uspjeSno komercijalno iskoriStavanje
zahtijeva detaljnu istragu 1 proces optimizacije. Stoga je cilj ovoga rada optimirati
biotehnoloSku proizvodnju kefirnog napitka na saharozi te ispitati koristenja sladila (stevie,

eritrola 1 ksilitola) kao izvora ugljika za rast 1 aktivnost zrnca kefirnog napitka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KEFIRNI NAPITAK

Kefirni napitak je gazirani napitak pripravljen dodatkom zrna kefirnog napitka u smjesu
vode, Secera i najcesce suSenog voca. Zrna kefirnog napitka sastoje se od zdruzene kulture
bakterija i kvasca te polisaharida koje proizvode navedeni mikroorganizmi te sluze kao
inokulum (Pogaci¢ 1 sur., 2013; Gulitz i sur., 2011). Nakon 2 do 4 dana fermentacije na sobnoj
temperaturi pripremljen je gazirani napitak kiselog, alkoholnog i vo¢nog okusa (Gulitz i sur.,

2013).

Proucavanje strukturne organizacije zrna kefirnog napitka skenirajuéom i
transmisijskom elektronskom mikroskopijom utvrdeno je da povrSina zrna kefirnog napitka
sadrzi vecu koli¢inu mikroorganizama nego unutraSnjost zrna, koja je izgradena od dekstrana
(Moinas i sur., 1980). Osnovni lanac dekstrana koji izgraduje unutraSnjost zrna kefirnog
napitka graden je od glukoznih podjedinica povezanih a-(1,6) glikozidnim vezama te sadrzi
bocne ogranke povezane a-(1,3) glikozidnim vezama. Ucestalost grananja ovog glukana moze
se izraziti kao odnos a-(1,3) : a-(1,6) glikozidnim vezama iznosi 0,11 (Horisberger, 1969).

Za razliku od zrna kefirnog napitka, zrnca mlije¢nog kefira gradena su od kefirana,
polisaharida gradenog od glukoze i galaktoze u jednakom omjeru, proteina i razli¢itih stani¢nih
komponenata te mnogih drugih nedefiniranih sastojaka (Pogaci¢ i sur., 2013.) Kefirni napitak
se pojavljuje diljem svijeta pod mnostvom imena kao $to su biljka dumbirovog piva, tibicos,
tibetansko zrno, kalifornijska pcela, africka pcela, ale orasi, zrno japanskog piva 1 zrno

Secernog kefira (Gulitz 1 sur., 2013).

Zrna kefirnog napitka (slika 1) mogu biti bijele ili Zute boje, prozirna, krhke strukture 1

netopljiva u vodi.



Slika 1. Zrna kefirnog napitka (vlastita fotografija)

2.2. MIKROBIOLOSKI SASTAV ZRNA KEFIRNOG NAPITKA

Zrna kefirnog napitka sadrze zdruzenu kulturu razli¢itih vrsta kvasaca, bakterija
mlijecne kiseline 1 bakterije octene kiseline. Procjenjuje se kako su bakterije prisutne u
vodenim zrncima u koli¢ini od 10°— 10® stanica/g, dok su kvasci prisutni u koli¢ini od 10°-107
stanica/g zrna kefirnog napitka (Gulitz 1 sur., 2011). Kefirni napitaki iz razli¢itih regija
posjeduju drugacije vrste mikroorganizama. Popis pronadenih kvasaca i bakterija prikazan je

u tablici 1.



Tablica 1. Popis pronadenih kvasaca i bakterija u zrnu kefirnog napitka iz razlicitih regija

Kvasci Bakterije Referenca
Azymocandida mycoderma, Pichia
Acetobacteraceae,
membranifaciens, Rhodotorula Ward, 1892

glutinis,Saccharomyces cerevisiae

Lactobacillus hilgardii

S. cerevisiae

Lactobacillus brevis,

Lactococcus lactis

Horisberger, 1969

andida fimetaria, Candida
acidothermophilum, Cryptococcus
vini, Torulaspora pretoriensis,
Zygotorulaspora florentina
S. cerevisiae, Hanseniaspora

valbyensis

S. cerevisiae, Kazachstania aerobia,
Kluyveromyces lactis, Lachancea

meyersii, S. cerevisiae

Candida valdiviana, Meyerozyma
caribbica, Pichia cecembensis,
Pichia membranifaciens, S.
cerevisiae, Torulaspora delbrueckii,

Yarrowia lipolytica

H. valbyensis, Lachancea fermentati,

S. cerevisiae, Z. florentina

Lactobacillus casei, Lb. hilgardii,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lc. lactis, Leuconostoc

mesenteroides

Lb. casei

Lb. hilgardii
Acetobacter lovaniensis, Lactobacillus
buchneri, Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus paracasei, Lactobacillus
parabuchneri, Lc. lactis, Leuconostoc

citreum

Ac. lovaniensis, Bacillus cereus,
Gluconobacter liquefaciens, Lb. buchneri,
Lb. casei, Lactobacillus helveticus, Lb.
kefiri, Lb. paracasei, Lactobacillus
satsumensis, Lactobacillus sunki
Acetobacter fabarum, Acetobacter
orientalis, Lb. casei, Lb. hilgardii,
Lactobacillus hordei, Lactobacillus
nagelii, Leuc. citreum, Leuc.

mesenteroides

Pidoux i sur., 1988

Franzetti i sur., 1998

Magalhaes i sur., 2010

Magalhdes i sur., 2011

Gulitz i sur., 2011

Acetobacter, Bifidobacterium,
Clostridium, Gluconacetobacter,
Gluconobacter, Lactobacillus,

Leuconostoc

Gulitz i sur., 2013




2.2.1. Kvasci

Kvasci su jednostani¢ni eukariotski mikroorganizmi koji pripadaju carstvu gljiva.
Razmnozavaju se najcesce nespolno pupanjem, no neke vrste se mogu i spolno razmnozavati,
kao Sto je Brettanomyces bruxellensis. Veéina kvasaca su mezofili, te imaju optimalnu
temperaturu za rast u rasponu od 20 do 30 °C. Postoje i psihrofilni kvasci s optimalnom
temperaturom za rast od 2 do 10 °C, kao Sto su kvasci iz rodova Saccharomyces i
Zygosaccharomyces, dok svega nekolicina kvasaca se moze kategorizirati kao termofilni
kvasci s optimalnom temperaturom rasta ve¢om od 40 °C (Kurtzman 1 sur., 2011), npr. kvasac
Candida austromarina (Raspor 1 Zupan, 2006).

Kvasci mogu rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti, preferiraju ,kiseli okolis* (pH
4,5-7,0), no vecina raste 1 pri vrlo niskim pH vrijednostima od 2,5 jedinica. Vecina kvasaca
moze tolerirati masenu koncentraciju saharoze do 50 %, dok oni iz roda Zygosaccharomyces
kao ekstremno osmotolerantni mogu tolerirati 1 preko 70 % masene koncentracije saharoze u
otopini. Kvasci izloZeni stresnim uvjetima sposobni su brzo se adaptirati na nove uvijete
zahvaljuju¢i modifikaciji puteva genske ekspresije (Guerzoni i sur., 2013).

Metaboliziraju glukozu Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) putem u citosolu,
konvertiraju¢i glukozu u piruvat ¢ime generiraju energiju u obliku ATP i reducirajuc¢ih
koenzima NADH. Glavni metabolicki putevi prikazani su na slici 2. U anaerobnim uvjetima
piruvat se dekarboksilira u acetaldehid koji se zatim reducira u etanol radi reoksidacije NADH
konezima u NAD". Aerobni uvjeti rasta uvjetuju konverziju piruvata u ugljikov dioksid,
NADH 1 acetil-CoA. Acetil-CoA se razgraduje u TCA ciklusu radi dobivanja energije u obliku
ATP (Rodrigues i sur., 2006).

Kvasci mogu kao supstrat koristiti mnoge monosaharide i disaharide kao $to su glukoza,
fruktoza, galaktoza, maltoza 1 saharoza. Saharoza se hidrolizira na glukozu 1 fruktozu pomocu
izvanstanicnih enzima invertaza, dok se maltoza transportira u stanicu pomoc¢u maltoza
permeaze, a zatim se hidrolizira do glukoze. Koristenje maltotrioze i vi$ih maltosaharida ovisi
o vrsti 1 soju kvasca (Steensels i sur., 2015; Walker, 2000).

Kvasce se rijetko povezuje s bolestima uzorkovanima trovanjem hranom. Vrste
uobicajno pronadene u hrani su klasificirane kao oportunitetni patogeni, kao sto je slucaj sa S.

cerevisiae, W. anomalus 1 K. marxianus (Daniel 1 sur., 2011).
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Slika 2. Glavni metabolicki putevi kod kvasca (Kurtzman i sur., 2011)

2.2.2. Bakterije mlije¢ne kiseline

Bakterije mlijecne kiseline su Gram-pozitivne bakterije okarakterizirane odredenim
morfoloskim, metaboli¢kim 1 fizioloSkim obiljezjima (Axelsson, 2004). Vrste koje
prevladavaju u fermentiranoj hrani su Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,

Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus 1



Weissella. RijeC je o Stapicastim ili sferi¢nim bakterijama koje se pojavljuju same, u grupama

ili povezane u lance (Axelsson, 2004).

Prema svojem metabolizmu mogu biti klasificirane kao obligatno homofermentativne,
fakultativno heterofermentativne i obligatno heterofermentativne (Pasteris i de Saad, 2009).
Obligatno homofermentativne bakterije mlije¢ne kiseline metaboliziraju glukozu EMP putem
te proizvode laktat kao krajnji produkt pri ¢emu generiraju 2 mola ATP-a po molu glukoze.
Piruvat se koristi kao akceptor elektrona te se reducira u laktat kako bi se reoksidirao NADH.
Fakultativno heterofementativne bakterije mlijecne kiseline provode homolakti¢nu
fermentaciju glukoze i heterolakti¢nu fermentaciju glukonata i pentoza. Pentoze se najprije
konvertiraju u ksilulozu-5-fosfat koja ulazi u put heterolakti¢ne fermentacije pri ¢emu nastaju
mlijecna kiselina i etanola u jednakim omjerima. Obligatno heterofermentativne bakterije
metaboliziraju glukozu i1 pentoze putem pentoza fosfata (PPP) te provode heterolakti¢nu
fermentaciju gdje uz mlije¢nu kiselinu nastaje ugljikov dioksid i etanol kao krajnji produkti
metabolizma. Tijekom fermentacije generira se 1 mol ATP-a po molekuli glukoze (Axelsson,

2004).

Bakterije mlijecne kiseline su poznati proizvodaci egzopolisaharida. Egzopolisaharidi
mogu biti klasificirani kao homo- ili heteropolisaharidi (De Vuyst i De Vin, 2007).
Heteropolisaharidi su sastavljeni od ponavljajucih jedinica od do osam ugljikohiratnih jedinica,
najcesce glukoze i1 galaktoze, te se obi¢no proizvode u niskim koncentracijama (0,05 - 0,5 g L~
1. Ponavljajuée jedinice se sintetiziraju unutarstani¢no te se prenose u okolinu stanice gdje se
polimeriziraju. Na slican nacin se proizvodi 1 kefiran (Mukai i sur., 1990). Homopolisaharidi
su gradeni od jedne vrste monosaharida i obi¢no se proizvode u visokim koncentracijama (>
10 g L"). Najées¢e su sintetizirani iz saharoze pomoéu vanstani¢nih enzima transglikolaza.
Navedeni enzimi prenose jedan monosahorid od glikozidnog donora na akceptor, dekstran, dok
drugi monosaharid otpuste u otopini (Degeest i De Vuyst, 1999). Egzopolisaharidi imaju
razli¢ite komercijalne primjene, te se mogu koristiti kao emulgatori, nosaci i stabilizatori hrane,

pica, farmaceutskih pripravaka i drugih proizvoda (De Vuyst i Vaningelgem, 2003).



2.2.3. Bifidobakterije

Bifidobakterije su Gram-pozitivne bakterije, obligatni anaerobi, koji su nekada bili
klasificirani kao bakterije mlijec¢ne kiseline, upravo zbog toga Sto im je laktat glavni produkt

metabolizma Secera (Ballongue, 2004).

Metabolizam bifidobakterija se temelji na enzimu fruktoza-6-fofat fosfokatalazi te
razgranji glukoze fofoketolaznim putem poznatijim kao ,,bifidus shunt“. Glukoza se razgraduje
fosfoketolaznim putem u octenu i mlijecnu kiselinu u omjeru 3 : 2. Bifidobakterije takoder
mogu konvertirati piruvat u mravlju 1 octenu kiselinu ili mravlju kiselinu 1 etanol (Van der
Meulen i sur., 2006). Takoder posjeduju enzime f-fruktofuranozidaze koje mogu hidrolizirati
saharozu 1 fruktooligosaharide u glukozu i fruktozu (De Vuyst i sur., 2016). Brojni pripadnici
skupine bifidobakterija, kao S§to su Bifidobacterium animalis, Bifidobacterium breve 1
Bifidobacterium longum mogu sintezirati razli¢ite heteropolisaharide koji mogu posluziti kao
nosaci stanica i za interakcije u komenzalizmu, ili pak kao zaStita od patogena. U nekim
slu¢ajevima ovi polisaharidi mogu biti supstrati za druge vrste mikroorganizama (Salazar i sur.,

2015).

Bifidobakterije se obi¢no povezuju s ljudskim probavnim traktom gdje imaju vaznu
ulogu u razgradnji kompleksnih polisaharida (De Vuyst i sur., 2016). Takoder su pronadene u
fermentiranoj hrani kao $to su sir, fermentirano mlijeko, mlije¢ni kefir i kefirni napitak

(Watanabe i sur., 2009; Delcenserie i sur., 2007).

2.2.4. Bakterije octene kiseline

Bakterije octene kiseline su Gram-negativne, Stapicaste bakterije izrazito otporne na
niske pH vrijednosti te su obligatni aerobi. Mogu oksidirati alkohole, monosaharide i Se¢erne
alkohole. Glavni produkt metabolizma im je octena kiselina koju proizvode zahvaljujuci

membranski vezanima alkohol 1 aldehid dehidrogenazama.

Nalaze se u brojnim pripravcima kao $to su tekila, palmino vino, cider, pivo, kefir (De

ley 1 sur., 1984). Bakterije octene kiseline su ukljucene u brojne industrijske procese, kao sto
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je proizvodnja octa, te proizvodnja celuloze i sorboze (Gonzales, 2005). U nekim granama
prehrambene industrije uzrokuju kvarenje proizvoda, npr. u vinarstvu (Bartowsky 1 Henschke,

2008).

Oksidiraju glukozu s dva alternativna puta. Prvi se odvija unutar stanice, a drugi izvan
stanice. [zvanstani¢ni put zahtjeva nastanak glukonske i ketoglukonske kiseline. Obje reakcije
su katalizirane glukoza dehidrogenazama (Kulka i Walker, 1954). Bakterije octene kiseline su
mezofilni mikroorganizmi s optimalnom temperaturom rasta izmedu 25 1 30 °C. Neki sojevi,

kao $to Gluconacetobacter azotocaptans 1 A. nitrogenifigens mogu fiksirati atmosferski dusik

(Dutta i Gachhui, 20006).

Nedavno je otkrivena vrsta bakterije octene kiseline koja je patogena. Pronadena je u
limfnim ¢vorovima pacijenta koji je bolovao od kroni¢ne granulomatozne bolesti (Segal i sur.,
2000). Nazvana je Granulibacter bethesdensis, a karakterizira je to Sto je fakultativni
metilotrof. Preferira viSe optimalne temperature za rast (35 - 37 °C) za razliku od ostalih

bakterija octene kiseline koje preferiraju optimalnu temperaturu izmedu 25 i 30 °C.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

U ovom radu, kao radni mikroorganizmi, koriStena su zrna kefirnog napitka dobivenog

iz privatnog uzgoja (slika 1).
3.1.2. Kemikalije

Popis, Cistoca i podrijetlo kemikalija koriStenih u ovom radu za pripremu hranjivih

podloga i otopina naveden je u tablici 2.

Tablica 2. Cistoca i podrijetlo kemikalija za pripremu hranjivih podloga i otopina

Kemikalija Cistoéa Proizvodac
saharoza 99+ % Liofilchem, Italija
glukoza 99+ % Fisher BioReagents, SAD
fruktoza 99+ % Fisher BioReagents, SAD

octena kiselina 99+ % Liofilchem, Italija
manitol 99+ % Molekula, UK
glicerol >98 % Acros Organics, SAD
etanol 99 % Acros Organics, SAD
dl-mlije¢na kiselina 85 % Sigma-Aldrich, SAD
stevia 99+ % Acros Organics, Kina
ksilitol 99+ % Sigma-Aldrich, SAD
eritrol 99+ % Gram-Mol, Hrvatska
cinkov sulfat 7-hidrat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
sumporna kiselina za UPLC, 96 % Merk, Njemacka
n-butanol 99+ % Sigma-Aldrich,SAD
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3.1.3. Hranjive podloge

Kultura kefirnog napitka odrzavana je u vodenoj otopini saharoze koncentracije 100 g

L-!. Kultura je ¢uvana staklenoj posudi volumena 500 mL.

Hranjive podloge koje su se koristile za odredivanje rasta i aktivnosti kefirnog napitka
na razli¢itim koncentracijama supstrata sadrzavale su 20, 40, 60 , 80 i 100 g L! otopine
saharoze te otopine stevie, eritrola i ksilitola od 20 g L™!. Uzgoj se odvijao u 150 mL podloge

pomocu staklenih posuda volumena 250 mL.

3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti, (UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity II, Santa Clara, SAD), sastoji se od pumpe (G7104A 1290 Flexible
Pump), uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i pe¢nice, analiticke kolone (Rezex ROA-
Organic Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im predkolonama,
detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID) i racunalnog programa za kromatografiju
(OpenLAB CDS). Kao mobilna faza koriStena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline.
Volumen analiziranog uzorka iznosio je 10 uL, a protok mobilne faze (0,0025 M H2SO4) 0,6

mL min’!.

3.1.4.2. Sustav za plinsku kromatografiju

Sustav za plinsku kromatografiju sastoji se od dva uredaja: sustava za uzorkovanje
Headspace Sampler 40XL (Perkin-Elmer, SAD) 1 plinskog kromatografa AutoSystem XL
(Perkin-Elmer, SAD; slika 3) koji se sastoji od uredaja za grijanje kolone, kolone (ZB-5MS,
Zebron Phenomenex 60 m x i.d. 0,24 mm ID x 0,50 um d;), FID detektora i ratunalnog

programa (TotalChrome).
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Slika 3. Plinski kromatogram ,,Perkin Elmer Autosystem XL-GC (Perkin Elmer, SAD) uz
pripadajuci sustav za uzorkovanje ,,Perkin Elmer Headspace Sampler 40XL* (Perkin Elmer,

SAD)

3.1.4.3. Ostala aparatura

- tehnicka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija);

- analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)

- autoklav Sutjeska (Beograd, Jugoslavija);

- suSionik Instrumetaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska);

- termostat ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)

- centrifuga SL 8R ThermoScientic (Waltham, Massachusetts, SAD)
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprava hranjivih podloga

Zrnca kefirnog napitka korisStena u ovom radu ¢uvana su u staklenoj posudi volumena

0,5 L s masenom koncentracijom saharoze od 100 g L™!.

Podloge za uzgoj kefirnog napitka na saharozi pripremljene su tako §to se u 0,150 L
vodovodne vode otopila izraCunata masa saharoze kako bi se postigle koncentracije od 20, 40,
60, 801 100 g L. Podloge za uzgoj na stevi, eritrolu i ksilitolu pripremljene su na identi¢an

nacin u koncentraciji od 20 g L'

Tako pripremljene podloge u staklenim posudama volumena 250 mL sterilizirane su u

autoklavu (121 °C/20 min).

3.2.2. Odredivanje rasta i aktivnosti kefirnog napitka na razli¢itim koncentracijama saharoze

pri razli¢itim temperaturama

Rast i aktivnost kefirnog napitka odredivana je pri razli¢itim koncentracijama supstrata
te pri razliitim temperaturama. KoriSteni supstrati bili su saharoza, stevia, eritrol i ksilitol.
Uzgoj kefirnog napitka proveden je u teku¢im hranjivim podlogama pripremljenim kao §to je

opisano u poglavlju 3.2.1. Za inokulaciju podloga koristeno je 10 g zrnaca kefirnog napitka.

Preliminarni uzgoji kefirnog napitka provedeni su pri razli¢itim koncentracijama
saharoze (20, 40, 60,801 100 g L) kako bi se odredila koncentracije saharoze koja ne inhibira

rast kefirnog napitka. Navedeni uzgoji su provedeni pri temperaturi od 25 °C.

Nakon odredivanja optimalnih uvjeta uzgoja, proveden je uzgoj kefirnog napitka pri
koncentracijama od 40 i 60 g L' saharoze i 20 g L' stevie, eritrola i ksilitola, te pri
temperaturama od 20, 25, 30 1 40 °C. Sve podloge u glavnom uzgoju su inokulirane s 10 +

0,1664 g zrnaca kefirnog napitka 1 uzgajane 31 dan u anaerobnim uvjetima.

Nakon izuzimanja uzorka, uzorci su centrifugirani pri 6500 okretaja u minuti tijekom 5

minuta. Dobiveni supernatant koriSten je za odredivanje koncentracije supstrata i produkata
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UPLC metodom (poglavlje 3.3.2.). Odabrani supernatanti uzoraka koristeni su za odredivanje
hlapivih spojeva HS-GC-FID metodom (poglavlje 3.3.3.). Na kraju i na pocetku uzgoja

odredena je koncentracija zrnaca kefirnog napitka (3.3.1.).

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Odredivanje koncentracije suhe tvari biomase kefirnog napitka

Nakon izuzimanja uzorka, odreden volumen uzoraka prenesen je u prethodno izvaganu
plasti¢nu kivetu s ¢epom te je zatim stavljen na centrifugiranje 5 minuta pri 6000 okretaja/min
(centrifuga SL 8R ThermoScientic; Waltham, Massachusetts, SAD). Nakon centrifugiranja
supernatant je izdvojen, a talog je stavljen na suSenje u suSionik pri 100 °C do konstantne mase.
Nakon toga kivete su ohladene u eksikatoru te im je izvagana masa. Koncentracije biomase

zrnaca kefirnog napitka X (g L'') odredena je prema sljede¢oj ovisnosti:

x = Dok™Mpk (gL [3-1]

V’U.Z

mok - masa osuSene kivete s biomasom [g]
mpk - masa prazne kivete [g]

Vuz - volumen uzorka [L]

3.3.2. UPLC analiza

Tekuéinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC Agilent Technologies 1290
Infinity II, Santa Clara, SAD) koriStena je za pracenje koncentracije supstrata 1 produkata
feremnacije u uzorcima izuzetim tijekom proizvodnje kefirnog napitka. Kao mobilna faza

koristena je 0,0025 M sumporna kiselina s protokom 0,6 mL min". Volumen uzorka za
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injektiranje je iznosio 10 L. Za razdvajanje komponenti uzorka koristena je analiticka kolona
Rezex ROA-Organic Acid H+, (dimenzija 150x7,8 mm, Phenomenex, SAD) s odgovaraju¢om
predkolonom pri 30 °C. Detektor indeksa loma (G7162A 1260 RID) primijenjen je za
detekciju, a OpenLAB CDS racunalni program za obradu podataka. Priprema uzorka za UPLC

analizi provedena je kako je to opisano u poglavlju 3.3.2.1.

3.3.2.1. Priprema uzoraka za UPLC analizu

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja koristen je za pripremu uzoraka za UPLC
analizu. Po 750 uL supernatanta uzorka dodano je u 750 pL otopine cinkovog sulfata
heptahidrata koncentracije 100 g L™'. Dobivena otopina zatim se intenzivno izmijesala 20
sekundi i ostavila na sobnoj temperaturi kroz 10 minuta. Nakon toga uzorci su centrifugirani 7
minuta na 6500 o/min. Centrifugiranjem su istaloZeni proteini i necisto¢e. Tako dobiven uzorak
zatim je razrijeden tako Sto smo 200 uL uzorka dodali u 800 xLL demineralizirane vode.
Razrijedeni uzorci su zatim profiltrirani kroz filter s porama veli¢ine 0,20 um. Tako

pripremljeni uzorci koriSteni su za UPLC analizu.

3.3.3. Odredivanje hlapivih komponenti plinskom kromatografijom (HS-GC-FID)

Analiza lako hlapivih spojeva kefirnog napitka (esteri, aldehidi 1 viSi alkoholi)
provedena je na plinskom kromatogramu ,,Perkin Elmer Autosystem XL-GC* (Perkin Elmer,
SAD) uz pripadajuéi sustav za uzimanje uzoraka ,,Perkin Elmer Headspace Sampler 40XL*
(Perkin Elmer, SAD; slika 3).

Supernatant dobiven nakon centrifugiranja (poglavlje 3.2.2.) koriSten je za pripremu
uzoraka za GC analizu. 5SmL supernatanta dodano je u GC vijalu zajedno s 4,9 mL 10 % otopine
apsolutnog etanola i 100 4L 5 % otopione Cistog n-butanola. Tako pripremljeni uzorci su

koristeni za GC analizu.
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Tablica 3. Uvjeti pri kojima se provodila analiza lako hlapivih komponenti

Kolona:

ZB-5MS (Zebron, Phenomenex), 60m x 0,25 mm [.D. x 0,50
um df
temp. limits -60 °C — 325/350 °C (isotermal/program)

Plin nosilac/ tlak

He /2,74 bar

HS uvjeti
O/N/T 80/100/110 °C
Vrijeme termostatiranja 20 min
vrijeme tlacenja uzorka 0,2 min
Vrijeme injektiranja 0,05 min
GC uvjeti
Temperatura injektora 110 °C
Temperatura detektora 250 °C
Temperaturni program 35°C, 5 min
10 °C/min, 60 °C
60 °C, 2 min
10 °C/min, 180 °C
180 °C, 7 min

3.4. ODREPIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

3.4.1. Prinos biomase zrnaca kefirnog napitka (¥x)

Yy =X-X; [gL7] [3-2]

X - podetna koncentracija biomase zrnaca kefirnog napitka [g L]

X - konac¢na koncentracija biomase zrnaca kefirnog napitka [g L™!]

3.4.2. Prinos produkta (Yp)

Yp=P-Py [gL7"] [3-3]

Py - pocetna koncentracija produkta [g L]

P - konaéna koncentracija produkta [g L]
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Gdje P moze biti etanol (EtOH), octena kiselina (HAc) i mlije¢na kiselina (MK)

3.4.3. Koeficijent pretvorbe supstrata u biomasu zrnaca kefirnog napitka (¥xss)

T = S-M- g7 [34)

So, Xo - pocetne koncentracije supstrata, odnosno biomase zrnaca kefirnog

napitka [g L],

S, X - konacne koncentracije supstrata, odnosno biomase zrnaca kefirnog

napitka [g L],

(Marié i Santek, 2009).

3.4.4. Koeficijent pretvorbe supstrata u produkt (¥p/s)

(P-Pg) AP _Yp
oS a5 as 99 '] [3-5]

YP/S

So, Po - podetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],
S, P - kona¢na koncentracija supstrata, odnosno produkta [g L],

(Marié i Santek, 2009).

3.4.5. Produktivnost (Pr)

Pr= YXI”P [l A1 [3-6]

Yx - prinos biomase zrnaca kefirnog napitka [g L™!]
Yp- prinos produkta [g L]

tu- ukupno vrijeme bioprocesa [h]
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Proizvodnja kefirnog napitka nema znacajnu industrijsku proizvodnju, ve¢ je ista
bazirana na proizvodnji za osobne potrebe u kucanstvu. Stoga uvjeti pri kojima se provodi
fermentacije znacajno variraju, npr. fermentacije se provode pri temperaturama od 21 do 25 °C
tijekom 24 do 72 h i uz dodatak saharoze od 6 do 10 % (Verce i sur., 2019). Pronalazenje
optimalnih uvjeta za provodenje fermentacije sa zrncima kefirnog napitka mogu pomoci
ujednacavanju sastava samog kona¢nog proizvoda i povecanju produktivnost procesa

proizvodnje.

U ovom radu su provedene fermentacije sa zrncima kefirnog napitka u vodenoj otopini
saharoze razli¢ite koncentracije (20, 40, 60, 80 i 100 g L") pri sobnoj temperaturi (25 °C) kako
bi se odredila koncentracija saharoze koja nema inhibitorni u¢inak na rast i aktivnost zrnaca
kefirnog napitka. Zatim su, s ciljem odredivanja optimalne temperature za rast i aktivnost
zrnaca kefirnog napitka, provedene fermentacije s zrncima kefirnog napitka u otopini saharoze

koncentracije 40 i 60 g L™! pri razli¢itim temperaturama (20, 25, 30 i 40 °C).

Dodatno, u svrhu formuliranja okusa kona¢nog proizvoda istrazen je utjecaj razlicitih sladila,
Secernih alkohola (ksilitol i eritrol) i stevije na rast i aktivnost mikroorganizama prisutnih u

zrncima kefirnog napitka.
Rezultati provedenih istraZivanja podijeljeni su u sljede¢a poglavlja:

a) Odredivanje optimalne koncentracije saharoze za provodenje fermentacije s
pomocu zrnaca kefirnog napitka

b) Odredivanje optimalne temperature za provodenje fermentacije s pomocu
zrnaca kefirnog napitka

c) Odredivanje rasta i aktivnosti zrnaca kefirnog napitka na ksilitolu, eritrolu 1

stevii
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4.1. ODREDIVANJE OPTIMALNE KONCENTRACIJE SAHAROZE ZA PROVODENIJE
FERMENTACIJE S POMOCU ZRNACA KEFIRNOG NAPITKA

Odredivanje rasta i aktivnosti zrnaca kefirnog napitka provedeno je u vodenoj otopini
saharoze razli¢itih koncentracija (20, 40, 60, 80 i 100 g L! saharoze) i pri 25 °C. Takoder,
UPLC analizom (poglavlje 3.3.2.) odredene su koncentracije supstrata i produkata poput
etanola, octene i mlijecne kiseline. Uzorci su ostavljeni 14 dana kako bi proucili uc¢inak
razli¢itih koncentracija supstrata na aktivnost zrnaca kefirnog napitka, odnosno zdruzene
kulture mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka. Na slici 4 prikazan je prirast
suhe tvari biomase zrnaca kefirnog napitka pri razlic¢itim koncentracijama supstrata, a u tablici
4 prikazane su koncentracije supstrata, razgradnih produkata saharoze (glukoze i fruktoze), te
produkata metabolizma zdruzene kulture mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog

napitka.
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Slika 4. Prirast suhe tvari biomase zrnaca kefirnog napitka nakon 14 dana fermentacije

1z rezultata prikazanih na slici 4, vidljivo je kako je najveci prirast suhe tvari biomase
odreden pri koncentraciji saharoze od 40 odnosno 60 g L™! (Amagg1-1=0,6561 g, Ameog1-1=
0,6381 g). Pri koncentraciji saharoze od 20 i 80 g L™! prirast biomase kefirnog napitka je za
oko 38 % manji od prirasta pri 40 odnosno 60 g L' saharoze. Odredivanje optimalne

koncentracije supstrata koristene tijekom proizvodnje kefirnog napitka omogucuje povecanje
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prinosa 1 produktivnost procesa, sprecavaju¢i pojavu inhibicije supstratom, odnosno
nedovoljne proizvodnje produkta fermentacije. Kako se prinos biomase zrnaca kefirnog
napitka pri 40 i 60 g L' gotovo i ne razlikuje, obje koncentracije su odabrane za daljnja

istrazivanja.

Tijekom rasta i aktivnosti zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze detektirani su
etanol, octena 1 mlijecna kiselina, ¢ije su koncentracije navedene u tablici 4. Tijekom 14 dana
fermentacije nije utroSena sva sharoza iz podloge. Osim saharoze, u podlogama su detektirane
i relativno visoke koncentracije glukoze i fruktoze, Sto upucuje na znacajnu invertaznu
aktivnost kvasaca. Pri koncentraciji od 60 - 100 g L' saharoze odredena je najveéa
koncentracija mlije¢ne kiseline (mk = 0,33 - 0,40 g L), a pri koncentraciji od 20 g L! najveca
koncentracija octene kiseline (yok = 0,76 g L™'). Iz navedenog, moglo bi se pretpostaviti da
visoka koncentracija saharoze u podlozi ne djeluje jednako na sve mikroorganizme prisutne u
zrncima kefirnog napitka, odnosno da mikroorganizmi prisutni u zrncima kefirnog napitka
nemaju jednaku otopornost na inhibitorno djelovanje poviSene koncentracije saharoze.
Koncentracija etanola u podlogama varira od 2,10 do 2,80 g L, te je najmanje etanola

odredeno pri koncentraciji saharoze od 20 g L™!. Glicerol i manitol nisu detektirani.
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Tablica 4. Koncentracije odredenih metabolita UPLC analizom na kraju uzgoja u trajanju od 14 dana

20gL! 0,22 0,76 2,10 0 0 6,80 2,90 2,80 17,2 0,12
40 gL' 0,30 0,56 2,60 0 0 9,40 3,70 5,90 34,1 0,08
60 gL 0,34 0,52 2,50 0 0 10,00 4,80 33,20 26,8 0,08
80gL! 0,33 0,44 2,80 0 0 11,60 7,80 53,40 26,6 0,11
100 g L' 0,40 0,40 2,70 0 0 23,30 9,90 51,00 49,0 0,05

AS=So—S(gL™
AS — utroseni supstrat (g L™1)
So—podetna koncentracija supstrata (g L™%)

S — kona¢na koncentracija supstrata (g L™ %)
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4.2. ODREDIVANJE OPTIMALNE TEMPERATURE ZA  PROVODENIJE
FERMENTACIJE S POMOCU ZRNACA KEFIRNOG NAPITKA

Podloge koje sadrzavaju saharozu u koncentracijama od 40 i 60 g L' inokulirane su s
10 £ 0,1664 g zrnaca kefirnog napitka i uzgajane u anaerobnim uvjetima 31 dan pri razli¢itim
temperaturama (20, 25, 30 1 40 °C). UPLC analizom (poglavlje 3.3.2.) odredene su
koncentracije supstrata i produkata metabolizma poput etanola, octene kiseline 1 mlijeCne
kiseline te GC analizom koncentracije hlapivih komponenti u odabranim uzorcima. Tijekom
svih fermentacije odreden je prirast biomase zrnaca kefirnog napitka, odnosno odredena je
koncentracija suhe tvari na kraju i pocCetku uzgoja (poglavlje 3.3.1.). Rezultati ovog ispitivanja
podijelili smo na odredivanje rasta i aktivnosti kefirnog napitka pri koncentraciji saharoze od
40 g L' i razli¢itim temperaturama (poglavlje 4.2.1.) te pri koncentraciji od 60 g L' i razli¢itim

temperaturama (poglavlje 4.2.2.).

4.2.1. Fermentacija s pomocu zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 40 g L°

! pri razli¢itim temperaturama

Podloge sa saharozom koncentracije 40 g L' inokulirane su sa 10 + 0,1664 g zrnaca
kefirnog napitka i fermentirane pri temperaturama od 20, 25, 30 1 40 °C kako bi proucili u¢inak
razli¢itih temperatura na metabolizam mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka.
Pretpostavka je da kulture prisutne u zrncima kefirnog napitka imaju razlicite optimume za rast
1 proizvodnju razli¢itih metabolita. Stoga je UPLC analiza (poglavlje 3.3.2.) koriStena za
odredivanje koncentracije supstrata i razliCitih produkata fermentacije tijekom uzgoja (tablice
5-8 1 slike 5-8) te je GC analizom (poglavlje 3.3.3.) odredena koncentracija hlapivih

komponenti na kraju uzgoja (tablica 14).
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Slika 5. Prikaz promjene koncentracije saharoze i glukoze tijekom fermentacije s pomocu
zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 40 g L' pri 20 °C. Fruktoza nije

detektirana u niti jednom uzorku

Tablica 5. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 40 g L™! pri 20 °C

0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,20 0 0
7 0 0 0,20 0 0
16 0,17 0,21 0,20 0 0
21 0,38 0,33 0,30 0 0
24 0,41 0,40 0,50 0 0
28 0,46 0,46 0,70 0 0
31 1,13 0,56 0,80 0 0
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Tijekom ferementacije s pomoc¢u zrnaca kefirnog napitka pri 20 °C utroSeno je 16,5 g
L! saharoze (slika 5). Tijekom uzgoja zabiljeZen je vrlo niska koncentracije glukoze, dok
fruktoza nije detektirana. Pojava glukoze i fruktoze u podlozi posljedica je invertazne

aktivnosti kvasca prisutnih u zrncima kefirnog napitka (Laureys i De Vuyst, 2014).

UPLC analizom detektirani su etanol, mlijecna kiselina i octena kiselina, dok drugi
karakteristi¢ni metaboliti poput glicerola 1 manitola nisu detektirani tijekom ovog uzgoja.
Maksimalna koncentracija etanola od 0,8 g L' odredena je nakon 31 dana uzgoja (tablica 5.).
Octena kiselina detektirana je tek nakon 16. dana uzgoja te njena koncentracija raste do kraja
uzgoja i konac¢nih 0,52 g L'!. Mlije¢na kiselina takoder je detektirana 16. dan uzgoja te joj je

na kraju uzgoja odredena najveéa koncentracija od 1,13 g L.
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Slika 6. Promjena koncentracije saharoze, glukoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu

zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 40 g L! pri 25 °C

Tablica 6. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 40 g L™! pri 25 °C

0 0 0 0 0 0
3 0,05 0 0,20 0 0
7 0,17 0,06 0,30 0 0
16 0,24 0,13 0,40 0 0
21 0,37 0,15 0,65 0 0
24 0,44 0,47 0,65 0 0
28 0,76 0,47 0,65 0 0
31 1,14 0,48 0,65 0 0
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Potrosnja saharoze zapocinje nakon 16. dana uzgoja, §to objaSnjavamo duljom fazom
prilagodbe na uvjete u kojima se nalazi mikroorganizmi. Tijekom ovog uzgoja iz podloge je
utroSeno i/ili hidrolizirano 25,7 g L' saharoze. Tijekom ovog uzgoja detektirane su i znacajne

koncentracije glukoze (y = 5,8 g L) i fruktoze (y = 10 g L™!; tablica 6).

Koncentracija etanola tre¢eg dana uzgoja iznosi 0,2 g L' te raste do 21. dana uzgoja
kada koncentracija raste do kona¢nih 0,65 g L' na kraju uzgoja $to je ujedno najveca
zabiljezena koncentracija etanola pri uzgoju na 40 g L! saharoze. Pocetak rasta koncentracije
etanola poklapa se s pocetkom ubrzanog troSenja saharoze u uzorku. Octena kiselina je
detektirana sedmog dan uzgoja u koncentraciji od 0,06 g L™! te njena koncentracija raste sve do
zadnjeg dana uzorkovanja kada njena koncentracija iznosi 0,48 g L'. Mlije¢na kiselina
detektirana je tre¢eg dana uzgoja te joj je na kraju uzgoja odredena najveca koncentracija od

1,14 g L. Manitol i glicerol nisu detektirani u cijelom trajanju uzgoja.
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Slika 7. Promjena koncentracije saharoze, glukoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu

zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 40 g L' pri 30 °C

Tablica 7. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 40 g L™! pri 30 °C

0 0 0 0 0 0
3 0,18 0 0,30 0 0
7 0,25 0,06 0,40 0 0
16 0,31 0,15 0,50 0 0
21 0,42 0,16 0,50 0 0
24 0,46 0,27 0,50 0 0
28 0,70 0,36 0,50 0 0
31 1,17 0,56 0,50 0 0
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PotroSnja saharoze, u odnosu na fermentacije pri 20 °C odnosno 25 °C, vidljiva je vec
nakon 1. dana uzgoja, te je saharoza do kraja uzgoja potpuno iscrpljena iz podloge (slika 7).
Vrlo visoke koncentracije fruktoze i glukoze detektirane su nakon 16 dana uzgoja $to bi znacilo
da je aktivnost mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka nakon 16 dana vrlo mala,
ali da invertazna aktivnost kvasca je i dalje vrlo visoka. Koncentracija ovih monosaharida raste
do 24. dana uzgoja kada postizu koncentraciju od 15,7 g L™ za fruktozu i 7,5 g L! za glukozu.
Nakon 24. dana kada koncentracija saharoze pada ispod 7,9 g L™ zapo¢inje i paralelno troSenje
fruktoze i glukoze. Promatrani uzgoj je jedini uzgoj od svih provedenih u sklopu ovog rada u
kojem je u potpunosti potroSena sva saharoza. Iz toga zakljuc¢ujemo kako je 30 °C optimalna

temperatura za uzgoj kefirnog napitka pri 40 g L' saharoze kao supstrata.

Etanol je detektiran treéeg dana uzgoja u koncentraciji od 0,3 g L' te mu se
koncentracija nastavlja poveéavati do 16. dana uzgoja kada postize 0,5 g L!. Do kraja uzgoja
ne dolazi do daljnjeg porasta. Octena kiselina u koncentraciji od 0,06 g L' detektirana je
sedmog dana uzgoja te raste sve do zadnjeg dana uzgoja kada koncentracija iznosi 0,56 g L.
Mlijecna kiselina detektirana je tre¢eg dana uzgoja te joj je na kraju uzgoja odredena najveca

koncentracija od 1,17 g L'!. Manitol i glicerol nisu detektirani u cijelom trajanju uzgoja.

28



-1

YSaharoza (g L )
—_— = NN W W BN~ N
N O W O L © U O W

(=]

I I I I I I I I N
0 3 7 16 21 24 28 31

t (dan)

Slika 8. Promjena koncentracije saharoze, glukoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu

zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 40 g L' pri 40 °C

Tablica 8. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 40 g L™! pri 40 °C

0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,20 0 0
7 0 0 0,30 0 0
16 0 0 0,30 0 0
21 0 0 0,30 0 0
24 0,08 0,10 0,30 0 0
28 0,08 0,10 0,30 0 0
31 0,11 0,10 0,30 0 0
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Tijekom fermentacije s pomocu zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze
koncentracije 40 g L' pri temperaturi od 40 °C ne dolazi do znacajne promjene pocetne
koncentracije saharoze (slika 8), a niti znacajne koncentracije metabolita (tablica 8). Stoga se
moze zakljuciti da je temperatura od 40 °C previsoka za rast i aktivnost mikroorganizama
prisutnih u zrncima kefirnog napitka. Tijekom uzgoja nisu detektirane niti fruktoza niti glukoza
Sto upucuje da kvasci prisutni u zrncima kefirnog napitka nemaju aktivnost pri ovoj

temperaturu.

Pregled nekih procesnih parametara odredenih za fermentacije s pomoc¢u zrnaca kefirnog

napitka pri razli¢itim temperaturama prikazane su u tablici 9.
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Tablica 9. Prikaz nekih procesnih parametra fermentacije saharoze (y= 40 g L'') s pomo¢u zrnaca kefirnog napitka

-1
WEG 165 0012 0001 080 056 | 113 | 0005 0034 0068 0026 0018 0036
40 g Lt

DS 257 0302 0012 065 0,48 114 | 0,025 0019 0044 0021 0021 0,036
40gL 409 0599 | 0015  0.50 0,012 0,028
fetaod : : , , 0,56 1.17 : 0,013 , 0,016 0018 0038
40gL 20 0397 | 5677 030 0,429 0,157
prine : : , , 0.1 0.11 : 0,143 , 0,010 0009 0,003
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4.2.2. Fermentacija s pomocu zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 60 g L

! pri razli¢itim temperaturama

Podloge sa saharozom koncentracije 60 g L' inokulirane su sa 10 + 0,1664 g zrnaca
kefirnog napitka i fermentirane pri temperaturama od 20, 25, 30 1 40 °C kako bi proucili u¢inak
razli¢itih temperatura na metabolizam mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka.
Pretpostavka je da kulture prisutne u zrncima kefirnog napitka imaju razli¢ite optimume za rast
1 proizvodnju razli¢itih metabolita. Stoga je UPLC analiza (poglavlje 3.3.2.) koriStena za
odredivanje koncentracije supstrata i razlicitih produkata fermentacije tijekom uzgoja (tablice
10-13 1 slike 9-12) te je GC analizom (poglavlje 3.3.3.) odredena koncentracija hlapivih

komponenti na kraju uzgoja (tablica 15).
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Slika 9. Promjena koncentracije saharoze, glukoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu

zrnaca kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 60 g L' pri 20 °C

Tablica 10. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 60 g L™! pri 20 °C

0 0 0 0, 0 0
3 0 0,09 0,20 0 0
7 0,13 0,12 0,20 0 0
16 0,46 0,27 0,35 0 0
21 0,45 0,32 0,40 0 0
24 0,48 0,37 0,40 0 0
28 0,78 0,41 0,45 0 0
31 0,86 0,45 0,45 0 0
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Sli¢no kao kod fermentacije provedene u podlozi s 40 g L™ saharoze (poglavlje 4.2.1.)
tijekom fermentacije s pomocu zrnaca kefirnog napitka pri 20 °C nije utroSena sva saharoza iz
podloge (slika 9). Fruktoza je detektirana 7. dan uzgoja u koncentraciji od 0,3 g L™! te raste do
2,9 g L'}, te se do kraja procesa potpuno iscrpljuje iz podloge. Tijekom uzgoja glukoza nije
detektirana (slika 9). I tijekom ovog uzgoja UPLC analizom detektirani su etanol mlije¢na
kiselina i octena kiselina, dok drugi karakteristicni metaboliti poput glicerola i manitola nisu
detektirani (tablica 10). Maksimalna koncentracija etanola od 0,45 g L™ odredena je nakon 31.
dana uzgoja (tablica 10) §to je gotovo dvostruko manja vrijednost nego ona odredena tijekom
uzgoja pri 40 g L' saharoze (tablica 5). Octena kocentracija detektirana je u konacnoj
koncentraciji od 0,45 g L'1. Mlije¢na kiselina detektirana je sedmog dana uzgoja te joj je na
kraju uzgoja odredena najvecéa koncentracija od 0,86 g L™'. Manitol i glicerol nisu detektirani
u cijelom trajanju uzgoja. Iz navedenog moze se zakljuciti da uz nisku temperaturu
fermentacije koncentracija saharoze od 60 g L' dodatno inhibira rast mikroorganizama

prisutnih u zrncima kefirnog napitka.
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Slika 10. Promjena koncentracije saharoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu zrnaca

kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 60 g L' pri 25 °C

Tablica 11. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 60 g L™! pri 25 °C

0 0 0 0 0 0
3 0, 0 0,20 0 0
7 0 0 0,20 0 0
16 0,17 0,13 0,40 0 0
21 0,35 0,23 0,40 0 0
24 0,46 0,35 0,40 0 0
28 0,68 0,39 0,40 0 0
31 0,88 0,42 0,40 0 0
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Tijekom fermentacije s pomoéu zrnaca kefirnog napitka u podlozi sa 60 g L™! saharoze
i pri 25 °C utro$eno je svega 22,3 g L! saharoze. Navedena vrijednost nesto je manja od utrska
saharoze tijekom uzgoja u podlozi s manjom koncentracijom saharoze (slika 6, poglavlje
4.2.1.) Fruktoza je detektirana 16. dana uzgoja u koncentraciji od 1,1 g L' (slika 10) te njena
koncentracija varira do kraja uzgoja kada iznosi 0 g L', a glukoza nije detektirana tijekom
uzgoja, te je moguce da kombinirani u¢inak visoke koncentracije saharoze i temperature
negativno utje¢e na invertaznu aktivnost, jer su tijekom uzgoja u podlozi s koncentracijom
saharoze od 40 g L' detektirane znacajne koncentracije glukoze (y = 5,8 g L™!) i fruktoze (y =

10 g L''; slika 6).

Etanol je detektiran treeg dana uzgoja u koncentraciji od 0,2 g L' te mu se
koncentracija nastavlja povecavati sve do kraja uzgoja kada iznosi 0,4 g L' (tablica 11). Octena
kiselina detektirana je tek 16. dan uzgoja te iznosi 0,13 g L''. Mlije¢na kiselina takoder je
detektirana 16. dana uzgoja te joj je na kraju uzgoja odredena najveca koncentracija od 0,88 g
L. Manitol i glicerol nisu detektirani u cijelom trajanju uzgoja. Manitol i glicerol nisu

detektirani u cijelom trajanju uzgoja (tablica 11).
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Slika 11. Promjena koncentracije saharoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu zrnaca

kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 60 g L' pri 30 °C

Tablica 12. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomocu zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 60 g L™! pri 30 °C

0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,10 0 0
7 0 0 0,10 0 0
16 0,17 0,13 0,20 0 0
21 0,29 0,30 0,50 0 0
24 0,46 0,38 0,50 0 0
28 0,72 0,47 0,50 0 0
31 0,90 0,50 0,50 0 0
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Pri temperaturi uzgoja od 30 °C utro$ena i/ili hidrolizirana je ¢ak 43,7 g L*! saharoze.
Tijekom ove fermentacije dekretirane su fruktoza u koncentraciji od 2,8 g L' i glukoza u
koncentraciji od 0,08 g L'!. Padom koncentracije saharoze ispod 43,2 g L' 21. dan uzgoja
zapocinje paralelno troSenje fruktoze i glukoze (slika 11). Ako se ovi rezultati usporede s
rezultatima fermentacija u podlozi sa saharozom koncentracije 40 g L™! pri 30 °C, jasno je da
koncentracija od 60 g L*! ima inhibitorni u¢inak na rast mikroorganizama u zrncima kefirnog
napitka jer je pri koncentraciji od 40 g L', potro$nja saharoze zapocela ve¢ od 1 dana

fermentacije 1 saharoza je u potpunosti je iscrpljena iz podloge (slika 7).

Sli¢no tome u podlozi sa saharozom koncentracije 60 g L™! prisutne su puno nize koncentracije
glukoze i fruktoze (slika 11) u odnosu na koncentracije ovih dvaju monosaharida odredenih u
podlozi sa saharozom koncentracije 40 g L! (slika 7, poglavlje 4.2.1.). Stoga se moze zakljugiti
da koncentracija saharoze od 60 g L' ima inhibitorni u¢inak na kulture kvasce prisutnih u

zrncima kefirnog napitka zbog manje invertazne aktivnosti.

Etanol je detektiran tre¢eg dana uzgoja u koncentraciji od 0,1 g L. Koncentracija mu
stagnira sve do pocetka ubrzanog troSenja saharoze te raste do kraja uzgoja i konacne
koncentracije od 0,8 g L! §to je ujedno najveca postignuta koncentracija pri uzgoju sa 60 g L
!'saharoze. Octena kiselina detektirana je 16. dan uzgoja u koncentraciji od 0,13 g L! te njena
koncentracija nastavlja rasti sve do kraja uzgoja kada iznosi 0,5 g L™! §to je ujedno i najveca
koncentracija octene kiseline postignuta pri uzgoju sa 60 g L! saharoze. Mlije¢na kiselina
detektirana je treCeg dana uzgoja te joj je na kraju uzgoja odredena najveca koncentracija od
0,9 g L. Manitol i glicerol nisu detektirani tijekom ovog uzgoja. Koncentracije produkata
fermentacije tijekom ovog uzgoja (tablica 12) manje su od onih odredenih tijekom fermentacija
pri 40 g L' saharoze u podlozi (tablica 7) $to dodatno potvrduje inhibitorni ucinak
koncentracije saharoze od 60 g L! na rast i aktivnost mikroorganizama prisutnih u zrncima

kefirnog napitka.
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Slika 12. Promjena koncentracije saharoze i fruktoze tijekom fermentacije s pomocu zrnaca

kefirnog napitka u otopini saharoze koncentracije 60 g L' pri 40 °C

Tablica 13. Koncentracije metabolita proizvedenih s pomoc¢u zrnaca kefirnog napitka tijekom

fermentacije u otopini saharoze koncentracije 60 g L™! pri 40 °C

0 0 0 0 0 0
3 0 0 0,20 0 0
7 0 0 0,20 0 0
16 0 0 0,20 0 0
21 0 0,03 0,30 0 0
24 0,08 0,05 0,30 0 0
28 0,08 0,05 0,30 0 0
31 0,10 0,07 0,30 0 0
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Tijekom 24 dana fermentacije koncentracija saharoze je priblizno konstantna (slika 12).
Potrosnja saharoze zapocinje nakon 24 dana uzgoja Sto moze bit i posljedica kontaminacije,
iako nije bilo vidljivih znakova rasta drugih mikroorgnaizama. Tijekom ovog uzgoja
detektirane su minimalne koncentracije produkata (octena kiselina i etanola) kako je prikazano
u tablici 13. Manitol, glicerol i mlije¢na kiselina nisu detektirani kao u svim dosad prikazanim
uzgojima. Sli¢ni rezultati odredeni su i tijekom fermentacije s pomocu zrnaca kefirnog napitka
i u podlozi s 40 g L! saharoze pri 40 °C (slika 8, tablica 8; poglavlje 4.2.1.). Ovi rezultati
potvrduju da je 40 °C previsoka temperatura za rast i aktivnost mikroorganizama prisutnih u

zrncima vodeno kefira.

Pregled nekih procesnih parametara odredenih za fermentacije s pomoc¢u zrnaca kefirnog

napitka u podlozi sa 60 g L*! saharoze pri razli¢itim temperaturama prikazane su u tablici 14.
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Tablica 14. Prikaz nekih procesnih parametra fermentacije saharoze (y = 60 g L) s pomo¢u zrnaca kefirnog napitka

60 g L

08l 398 265 | 0067 045 0,45 086 | 0011 = 0011 0021 0014 0015 0027
60gL" 3 0013 0028
DB | 223 204 0132 040 0.42 088 | 0018 0018 0039 00l 01 ,

60 g L'

Nl 43T 272 0062 0,50 0,50 090 | 0011 0011 0020 0016 0016 0029
60 g L

e 195 209 0013 030 0.07 0.10 | 0015 0003 0005 0009 0009 0,003
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Tablica 15. Koncentracija hlapivih komponenti u vodenom kefiru pri razli¢itim temperatura i pocetnim koncentracija saharoze

40 gL' /20 °C / 2,14 / 0 / 0,05 0,02 0,45 0 0,72
40 g L' /25 °C 0 2,08 / 0 0,40 0,06 0,01 0,45 0 0,74
40 g L' /30 °C 0 / / 0 0,38 0,05 0,02 0,45 0 0,70
60 g L' /25 °C / 2,11 / 0 / 0,05 0,02 0,44 0 0,75
60 gL' /30°C 0,48 2,28 / 0 / 0,06 0,01 0,44 0 0,67
60 g L' /40 °C 0 2,11 / 0 0,36 0,05 0,02 0,44 0 0,71

/ - nije pronadena komponenta u uzorku

0 —ispod granice kvantifikacije

42



Koncentracije hlapivih komponenti u vodenom kefiru mogu imati znacajan utjecaj na aromu.
Vecina estera (isoamil-acetat, etil-heksanoat, etil-oktanoat) i viSih alkohola prisutnih u
vodenom kefiru potjecu od metabolizma kvasca. Navedeni esteri prisutni su i u pivuiu vinu,
iako direktna usporedba navedenih proizvoda s kefirnim napitkom nije moguca zbog
kompleksnosti interakcija izmedu svih spojeva prisutnih u gore navedenim proizvodima

(Lauyers 1 De Vuyst, 2014).

Tijekom proizvodnje kefirnog napitka detektiranu su 1-propanol, i-butanol i 3-metil-1-
butanol (tablica 14). Osim navedenih visih alkohola detektirani su i kvantificirani slijedeci
esteri: etil-butirat, isoamil-acetat i etil-heksanoat (tablica 14). Navedeni esteri daju vodenom

kefiru ugodnu voénu aromu (Laureys 1 De Vuyst, 2014).

Od odredenih visih alkohola, 1—propanol detektiran je u najvecoj koncentraciji pri svim
navedenim fermentacijama i ima vrijednost od 2,08 do 2,28 mg L™!. Iso-butanol detektiran
je u koncentraciji od 0,67 do 0,75 mg L™, a najmanju koncentracija detektirana je za 3-metil-
1-butanol i iznosi od 0,36 do 0,40 mg L' (tablica 14). Iz navedenih podataka moze se
zakljuciti da ne postoji znacajna razlika u koncentraciji hlapivih komponenti odredenih pri

40 odnosno 60 g L*! saharoze.

Vrijednost za koncentraciju etil-heksanoat (y = 0,44-0,45 mg L) moZe se usporediti s
vrijednos¢u odredenom u radu autora Laureys i De Vuyst (2014) koji su odredili
koncentraciju ovog estera od 0,37 mg L!. Ujedno je to ester s najviSom koncentracijom
odredenom tijekom proizvodnje kefirnog napitka u ovom radu (tablica 14). Etil-oktanoat i
etil-acetat prisutni su u vrlo niskim koncentracija u uzorcima kefirnog napitka proizvedenim

u ovom radu.
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4.3. ODREDIVANJE RASTA I AKTIVNOSTI ZRNACA KEFIRNOG NAPITKA NA
KSILITOLU, ERITROLU I STEVIJI

Podloge sa stevijom (Jevia = 20 g L), eritrolom (Jeritorol = 20 g L), ksilitolom (j4silitol
=20 g L") i saharozom (jsaharoza= 20 g L) i podloga u kojoj su dodane stevia, eritrol i ksilitol
u istoj koncentraciji inokulirani su s 10 = 0,1664 g kefirnog napitka i ostavljeni 31 dan na
temperaturi od 25 °C kako bi se istrazila moguénost koriStenja navedenih sladila kao izvora
ugljika za rast i aktivnost mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka. Sve
podloge su nacijepljene s istom Sarzom inokuluma. Uzgoj na saharozi je sluzio kao kontrola.
UPLC analizom odredene su koncentracije kona¢nih metabolita 1 koncentracije supstrata

(tablica 15).

S obzirom na podatke u tablici 15 vidljivo je kako mikroorganizmi prisutni u zrncima
kefirnog napitka, u anaerobnim uvjetima u kojima je proveden uzgoj, ne mogu koristiti
steviu, eritrol 1 ksilitol kao izvor ugljika za rast 1 aktivnost. Koncentracije svih dodanih
sladila, stevije ili Sec¢ernih alkohola ostaju nepromijenjene i ne dolazi do proizvodnje
karakteristi¢nih proizvoda metabolizma bakterija i kvasaca prisutnih u zrncima kefirnog

napitka.

Radi utvrdivanja ,standardne” aktivnosti zrnaca kefirnog napitka proveden je
anaerobni uzgoj u podlozi sa saharozom s inokulumom iz iste Sarze kojim su nacijepljene i
podloge sa sladilima. Tijekom uzgoja na saharozi detektirani su etanol, mlije¢na i octena

kiselina, te su zbog invertazne aktivnost kvasaca prisutne 1 glukoza i fruktoza u podlozi.

Iako ova sladila nisu supstrati za proizvodnju kefirnog napitka, navedena sladila
mogu se potencijalno koristiti kao poboljSivaci okusa u formuliranju kona¢nog proizvoda na
bazi kefirnog napitka. U ovom radu nije ispitano, ali potrebno bi bilo odrediti imaju li

koristena sladila inhibitorni u¢inak na mikroorganizme prisutne u zrncima kefirnog napitka.
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Tablica 15. Koncentracije supstrata i razli¢itih produkata metabolizma odredenih UPLC metodom na kraju fermentacije pri 25°C

20gL!
stevia

20gL!
eritrol

20g L!
ksilitol

20gL!
stevia+20 g
L eritrol + 0 0 0 0 0 0 0 / 20 36

20gL!

ksilitol

20gL!

0,22 0,76 2,10 0 0 6,80 2,90 2,8 / / /
saharoza

/ - nije pronadena komponenta u uzorku
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ovog rada moze se zakljuciti slijedece:

1. Najveci prirast suhe tvari biomase odreden je pri koncentraciji saharoze od 40
odnosno 60 g L' (Amug 1! = 0,6561 g, Amgo o' = 0,6381 g). Pri koncentraciji
saharoze od 20 i 80 g L™! prirast biomase kefirnog napitka je za oko 38 % manji od

ovdje navedenih vrijednosti.

2. Izmedu testiranih temperatura (20, 25, 30 1 40 °C) i pocetnih koncentracija saharoze
u podlozi (40 i 60 g L!), optimalna temperatura za fermentaciju sa zrncima kefirnog

napitka je 30 °C, dok optimalna koncentracija saharoze u podlozi iznosi 40 g L.

3. Tijekom fermentacije s pomocu zrnca kefirnog napitka u podlozi sa saharozom
koncentracije 60 g L™! primijeéena je sporija potro$nja supstrata i proizvodnja nizih

koncentracija metabolita, tj. inhibicija supstratom.

4. Temperatura uzgoja od 40 °C ima inhibitorni ufinak na rast i aktivnost svih

mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka.

5. Fermentirani kefirni napitak sadrzi razli¢ite hlapive komponente, viSe alkohole 1
estere koji potjecu uglavnom od metabolizma kvasca. Visi alkoholi koji su odredeni
u vodenom kefiru su 1-propanol, i-butanol i 3-metil-1-butanol, a od estera u
fermentiranom kefirnom napitku prisutni su etil-butirat, isoamil-acetat i etil-

heksanoat.
6. Mikroorganizmi prisutni u zrncima kefirnog napitka ne mogu za svoj rast i aktivnost

koristiti ksilitol, eritrol i steviu, stoga se ova sladila mogu dodavati u kefirni napitak

za formuliranje okusa konac¢nog proizvoda.
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7. PRILOZI

7.1. BAZDARNI PRAVCI ZA ODREBDIVANJE KONCENTRACIJE UGLJIKOHIDRATA,

ALKOHOLA I KISELINA UPLC METODOM

Tablica 16. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva UPLC

analizom

Mlijeéna kiselina 6,958 A = 155475ymiijecna - 1042.7 0,9999
Octena kiselina 7,955 A =76519 yoctena+ 1025.5 0,9999
Etanol 9,966 A =100677 yeon +1658.9 0,9996
Glicerol 7,181 A = 133462pmiijecn + 5844.6 0,9997
Fruktoza 5,467 A = 112342y Fruktoza + 23079 0,9999
Manitol 5,887 A = 161699y manitor + 25269 0,9998
Glukoza 4,975 A = 141110yGukoza + 26565 0,9989
Saharoza 4,258 A = 135868ysunaroza + 30686 0,9984

A= povrsina



7.2. RETENCIJISKA VREMENA LAKOHLAPLJIVIH SPOJEVA ODREDENIH HS-GC-
FID METODOM

Tablica 17. Retencijska vremena lakohlapivih spojeva

SPOJ tr/min
acetaldehid 4,14
propan-1-ol 6,37

butan-2-ol 7,46
etil-acetat 7,71
2-metil-propan-1-ol 8,23
N-butanol (IS) 9,51
3-metil-butan-1-ol 12,26
2-metil-butan-1-ol 12,43
etil-butirat 14,49
1zoamil-acetat 16,80
etil-heksanoat 19,95
etil-oktanoat 24,25

2-feniletilacetat 26,11
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