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1. UvOD

Kefirni napitak je blago kiselkast alkoholni fermentirani napitak, proizveden
fermentacijom otopine saharoze, s mogué¢im dodatkom svjezeg ili suSenog voca, uz pomoé
zdruzene kulture mikroorganizama prisutnih u zrncima kefirnog napitka (Lynch i sur., 2021;
Stadie i1 sur., 2013). Ovaj napitak konzumira se diljem svijeta, a najvisSe u Juznoj Americi,
Istocnoj Europi 1 Rusiji (Lynch i sur., 2021). Najces¢e se proizvodi u domacinstvima te do
danas nije razvijena znacajnija industrijska proizvodnja kao ni definirana starter kultura

kefirnih zrnaca (Lynch i sur., 2021).

Podrijetlo zrnaca vodenog kefira, kao i samog napitka, nije poznato. Prvi znanstveni opis
zrnaca predstavio je Ward (1892) u kojem im je dao naziv ,,biljke dumbirovog piva“ (engl.
Gingerbeer plants) te navodi da su donesena iz Krimskog rata od strane britanskih vojnika.
Zatim ih Lutz (1899) opisuje kao ,,Tibi zrnca“ meksickog podrijetla i povezuje ih sa kaktusima
roda Opuntia sa ¢ijih listova su skinuta. Nadalje, Kebler (1921) je prikupio niz naziva za zrnca
koja se i danas koriste poput ,kalifornijske pcele®, ,,africke pcele®, ,,ale orasi, ,,japanske

pivske sjemenke* (Waldherr i sur., 2010).

Danasnja popularnost kefirnog napitka raste iz nekoliko razloga od kojih se isticu brzi
razvoj novih trendova u prehrani, mogucénost proizvodnje napitka kod kuce te brojni pozitivni
ucinci fermentiranog kefirnog napitka na zdravlje potroSaca kao $to su antioksidativno,
antibakterijsko i protuupalno djelovanje (Lynch i sur., 2021; Lynch i sur., 2019; Grishinai sur.,
2011). 1z ovih razloga javlja se potreba za boljim razumijevanjem aktivnosti mikroorganizama

unutar zrnaca te za razvojem kontroliranog procesa proizvodnje (Lynch i sur., 2021).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PROIZVODNJA VODENOG KEFIRNOG NAPITKA

Kefirni napitak je fermentirano pice koje se dobiva inokulacijom vodene otopine saharoze,
koja moze sadrzavati razno suseno voce ili druge sastojke poput limuna, sa kefirnim zrncima
(Laureys i De Vuyst, 2014). Otopina fermentira 2-4 dana na sobnoj temperaturi u anaerobnim
uvjetima nakon ¢ega se kefirna zrnca odvajaju od supernatanta, ispiru i koriste kao inokulum
za novu fermentaciju. Kefirni napitak je blago sladak, kiselkast, te moze sadrzavati male
koli¢ine etanola i octene kiseline (Moinas, 1980; Laureys i De Vuyst, 2014). Ukoliko se koristi
suseno voce, pozeljno je provesti i postupak pasterizacije kefirnog napitka zbog moguéih
nepozeljnih patogena koji se mogu naéi na povrSini vo¢a poput Enterobacteriaceae i/ili
Pseudumonas (Randazzo, 2016). Tradicionalni postupak proizvodnje kefirnog napitka

prikazan je na Slici 1.

Kao $to je ve¢ prethodno navedeno, saharoza je glavni izvor ugljika, a dodano suseno voce
(npr. smokve) ili voéni ekstrakti sluze kao dodatni izvor dusika (Lynch i sur., 2021). Do danas
su istrazeni 1 raznih drugih izvori ugljika 1/ili duSika kao §to su razno povrée (mrkva, soja,
celer), voce (kokos, jagode, grozde), melase (Secerna trska) (Fiorda i sur., 2017), a kao najbol;ji

supstrat pokazale su se suSene smokve (Reif3, 1990).
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Slika 1. Postupak proizvodnje tradicionalnog kefirnog napitka (prema Lynch 1 sur., 2021)
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2.2.  MIKROBNI SASTAV ZRNACA VODENOG KEFIRA

Kefirna zrnca se sastoje od polisaharidnog polimera i zdruzene zajednice mikroorganizama
u kojoj prevladavaju bakterije mlije¢ne kiseline i kvasci (Waldherr i sur., 2010). Istrazivanja su
pokazala da se od bakterija u kefirnim zrncima najceS¢e pronalaze sojevi iz rodova
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc i Acetobacter, a od kvasaca su najces¢i predstavnici
rodova Saccharomyces, Hanseniaspora, Kloeckera, Zygotorulaspora i Candida (Marsh 1 sur.,
2013). Vrijednosti koncentracija bakterija u zrncima kreéu se u rasponu 10°-10% stanica/g, a
kvasaca 10°-107 stanica/g (Gulitz, 2011). Buduéi da kompleksnu mikrobnu zajednicu u zrncima

¢ini viSe od 50 razli€itih vrsta bakterija i kvasaca te zbog nepoznatog podrijetla zrnaca opcéenito,



mikrobni sastav 1 udio pojedinih vrsta u zrncima znacajno ovisi o regiji iz koje potje¢u kao i o
nacinu i uvjetima kultivacije (Pogaci¢ i sur., 2013). Tek nedavno je u zrncima otkrivena i vrsta

Bifidobacterium psychraerophilum/crudilactis (Gulitz 1 sur., 2013).

Glavnina prisutnih mikroorganizama nalazi se upravo na samim kefirnim zrncima koja su
izgradena od polisaharida dekstrana Cija sinteza se pripisuje bakterijskim vrstama iz rodova
Lactobacillus 1 Leuconostoc (Pidoux, 1989). Glavni produkti metabolizma mikroorganizama
koji nastaju fermentacijom otopine saharoze su etanol, mlije¢na kiselina, glicerol, octena
kiselina i manitol. Osim prethodno navedenih karakteristicnih produkata, u kefirnom napitku
mogu se pronaci i brojni drugi spojevi zasluzni za aromu kao $to su 2-metil-1-propanol,
izoamilni alkohol, etil acetat, izoamil acetat, etil heksanoat i etil oktanoat (Laureys i De Vuyst,
2014). Sama zrnca izgledom su prozirna i1 Zelatinozna, promjera 5-20 mm te svojim

nepravilnim oblikom podsje¢aju na cvjetacu (Waldherr i sur., 2010).

2.2.1. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlije¢ne kiseline (BMK) su Gram-pozitivne, nesporogene bakterije uglavnom
kuglastog ili Stapicastog oblika. BMK se usko povezuju sa proizvodnjom fermentirane hrane
te sa normalnom mikroflorom zdravog probavnog sustava ljudi i Zivotinja (Axelsson, 2004).
Vrste BMK koje su pronadene u kefirnim zrncima u najvecoj mjeri pripadaju rodovima
Lactobacillus 1 Leuconostoc (Gulitz 1 sur., 2013). U Tablici 1. nalaze se neke od naj¢es¢ih BMK

pronadenih u kefirnim zrncima.

Prema metabolizmu Secera, BMK se mogu podijeliti na homofermentativne i
heterofermentativne pri ¢emu razliCiti putevi razgradnje Secera, rezultiraju 1 razliitim
konaénim produktima. Homofermentativne BMK razgraduju Se¢er Embden-Meyerhoff-Parnas
putem (glikolizom) te kao konac¢ni produkt proizvode laktat, dok heterofermentativne BMK
SeCer razgraduju oksidativnim ogrankom puta pentoza fosfata, a kao produkti nastaju
ekvimolarne koliCine laktata, CO2 te acetata ili etanola. Koliko ¢e nastati acetata i etanola ovisi
o oksidacijsko-redukcijskom potencijalu sustava (Axelsson, 2004; Kendler, 1983). Usporedba
homolakti¢ne i1 heterolakti¢ne fermentacije glukoze te metabolickog puta bifidobakterija tzv.

,,Bifidus shunt* o kojem ¢e vise rijeci biti kasnije, prikazan je na Slici 2.



U sastavu kefirnih zrnaca moguce je pronaci i vrstu Lactobacillus hilgardii za koju
Pidoux 1 sur. (1988) te Waldher i sur. (2010) navode kako ima klju¢nu ulogu u sintezi

egzopolisaharidnog matriksa (EPS) te u formiranju i rastu kefirnih zrnaca.

Tablica 1. Najzastupljenije homo- i heterofermentativne BMK pronadene u kefirnim zrncima

(Gulitz i sur., 2013; Gulitz i sur., 2011)

Homofermentativhe BMK Heterofermentativnhe BMK
Lactobacillus casei Lactococcus citreum
Lactobacillus hordei Lactococcus mesenteroides
Lactobacillus nagelii Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus satsumensis

2.2.2. Bifidobakterije

Bifidobakterije (Bifidobacterium) su Gram-pozitivne, nesporogene, anaerobne bakterije
koje se mogu pojaviti u raznim Stapicastim oblicima od kratkih zaobljenih, vijugavih ili oblika
slova Y. Od znaCajne su vaznosti za zdravlje gastrointestinalnog trakta ljudi 1 toplokrvnih
zivotinja pa ¢ak 1 pcela (Socool 1 sur., 2010). Jedno vrijeme bile su klasificirane kao bakterije
mlijec¢ne kiseline zbog €injenice da kao glavni produkt metabolizma proizvode laktat no u
kasnijim istraZivanjima utvrdene su filogenetske i metabolicke razlike te su izdvojene u

zasebnu skupinu (Ballongue, 2004).

Metabolizam ugljikohidrata je razli¢it od metabolizma homo- i heterofermentativnih
BMK te se naziva ,,Bifidus shunt* i prikazan je na Slici 2. Ovim putem razgradnje Secera kao

produkti nastaju acetat i laktat u molarnom omjeru 3:2 (Kendler, 1983).
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Slika 2. Shematski prikaz metabolickih puteva razgradnje Secera kod bakterija mlijecne

kiseline 1 bakterija roda Bifidobacterium (prema Kendler, 1983)

Udio bifidobakterija u kefirnim zrncima je puno manji od udjela BMK, a medu
znacajnijima se isticu Bifidobacterium aquikefiri 1 Bifidobacterium tibiigranuli, a njihova
uloga u kefirnim zrncima do danas nije u potpunosti razjas$njena (Xu i sur., 2019). Ove bakterija
inace su bitne za odrZavanje normalne crijevne mikroflore kod zdravih osoba zbog njihove
sposobnosti proizvodnje odredenih antimikrobnih supstanci ¢ime sprjecavaju razvoj patogena.

Pokazalo se da mogu pospjesiti obnavljanje crijevne mikroflore kod osoba koje su se lijecile

antibioticima (Malija 1 KrSev, 1993).



2.2.3. Bakterije octene kiseline

Bakterije octene kiseline (BOK) su Gram-negativne, nesporogene i obligatno aerobne.
Stanice mogu biti ovalnog ili Stapicastog oblika te se mogu pojaviti kao pojedinacne stanice, u
paru ili u kratkim lancima (Malimas, 2017). Primarno su bile izolirane iz slatkih, kiselih, ili
stani§ta bogatim alkoholom poput voca i cvijeca te iz fermentirane hrane u kojoj prirodno
obitavaju poput octa i piva (Lynch i sur., 2019). BOK pripadaju porodici Acetobacteraceae
koja je podijeljena na dva roda — Acetobacter 1 Gluconobacter. Vrste roda Acetobacter
preferiraju stanista bogata etanolom, dok vrste roda Gluconobacter preferiraju stanista bogata

ugljikohidratima (Raspor i Goranovic, 2008).

Metabolizam bakterija octene kiseline je vrlo specifian te se naziva ,,oksidativna
fermentacija“ tijekom koje dolazi do nepotpune oksidacije etanola, ugljikohidrata i alkoholnih
Secera do organskih kiselina, aldehida i ketona primarno uz pomo¢ odredenih dehidrogenaza
(Matsushita i Matsutani, 2016). BOK iz roda Acetobacter proizvode etanol koji zatim
djelovanjem membranski vezanih dehidrogenaza prevode u octenu kiselinu. Ukoliko je u
podlozi ve¢ prisutan etanol, dolazi do represije citratnog ciklusa te se odvija nepotpuna
oksidacija octene kiseline a nakon iscrpljivanja etanola iz podloge do¢i ¢e do oksidacije octene
kiseline do CO; 1 vode. Za razliku od vrsta iz roda Acetobacter, vrste roda Gluconobacter ne
posjeduju enzime citratnog ciklusa te ne mogu u potpunosti razgraditi octenu kiselinu pa
energiju dobivaju nepotpunom oksidacijom alkohola ili ugljikohidrata $to rezultira nastankom

raznih kiselina, npr. glukonske kiselina iz glukoze (Stadie, 2013; Jakob i1 sur., 2012).

Bakterije octene kiseline imaju vaznu primjenu u proizvodnji fermentiranih namirnica
poput octa, piva i kefira no povezuje ih se i sa kvarenjem hrane i alkoholnih pi¢a kao §to su
vino 1 vo¢ni sokovi (Taban 1 Saichana, 2017). Nedavno je otkrivena i patogena bakterija octene
kiseline, prva otkrivena prema trenutnim istraZivanjima. Izolirana je iz limfnih ¢vorova osobe
oboljele od kroni¢ne granumatozne bolesti i nazvana je Granulibacter bethesdensis (Greenberg

i sur., 20006).

U odnosu na BMK, bakterije octene kiseline su manje zastupljene u kefirnim zrncima te
njihov udio iznosi 3-10% ukupne bakterijske populacije, a najzastupljenije vrste su

Acetobacter fabarum i Acetobacter orientalis (Gulitz i sur., 2011).



2.2.4. Kvasci

Kvasci su eukariotski jednostani¢ni mikroorganizmi koji se svrstavaju u carstvo gljiva.
Razmnozavaju se pupanjem, uglavnom su mezofilni organizmi te im je optimalna temperatura
za rast oko 28 °C (Kurtzman i sur., 2011). Sposobni su rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti
(pH 4,5 — 7,0), ali ve¢ina moze rasti i pri vrlo niskim pH vrijednostima (pH 2,5) (Guerzoni i

sur., 2013).

Kvasci glikolizom prevode glukozu do piruvata pri ¢emu dolazi do redukcije NAD" u
NADH. U anaerobnim uvjetima NADH se reoksidira alkoholnom fermentacijom tako §to se
piruvat nastao glikolizom prevodi u acetaldehid koji se zatim reducira u etanol. U slucaju
aerobnih uvjeta, piruvat se prvo transportira u mitohondrij, prevodi se u acetil-CoA te se
oksidira putem citratnog ciklusa. Reducirani koenzimi NADH i FADHo, nastali glikolizom i
citratnim ciklusom, reoksidiraju se u respiratornom lancu te se oslobodena energija koristi za
sintezu energije u obliku molekula ATP-a. Citratni ciklus dakle predstavlja katabolicki put za
dobivanje energije, ali i anabolicki put u kojem nastaju intermedijeri potrebni za sintezu

aminokiselina i nukleotida odnosno za sintez tvari arome (Feldmann, 2005).

Najzastupljeniji kvasac u kefirnim zrncima je Saccharomyces cerevisiae. lako ne moze
transportirati saharozu, koja se koristi u podlozi za proizvodnju kefirnog napitka, u stanicu, uz
pomoc¢ enzima invertaze prevodi molekulu saharoze na molekulu glukoze 1 fruktoze koje moze
transportirati u stanicu 1 koristiti kao izvore ugljika (Shafiq i sur., 2003). Takoder, S. cerevisiae
je Crabtree pozitivan te u uvjetima visoke koncentracije glukoze moze proizvesti etanol ¢ak i
u aerobnim uvjetima (Stadie, 2013). Ovaj kvasac od presudne je vaZnosti za sve ostale

mikroorganizme koji inace ne bi mogli koristiti saharozu kao izvor ugljika.

Od ostalih kvasaca bitno je spomenuti i kvasac Zygotorulaspora florentina. Naime, radi
se 0 osmotolerantnoj vrsti koja moze rasti u podlozi sa visokom koncentracijom Secera (do 90
g/L) 1 sa niskim udjelom aminokiselina $to je karakteristika podloge u proizvodnji kefirnog
napitka. Iako ina¢e moze uzrokovati kvarenje nekih namirnica, u proizvodnji kefirnog napitka

je pozeljna (Stadie, 2013).



2.3.  MEDUSOBNI ODNOSI MIKROORGANIZAMA PRISUTNIH U KEFIRNIM
ZRNCIMA

Kefirna zrnca predstavljaju jedinstvenu mikrobnu zajednicu bakterija, kvasaca, a ponekad
1 filamentoznih plijesni, koje ¢ine kompleksnu simbioitsku zajednicu (Pogacic¢ i sur., 2013).
Simbioiza predstavlja suzivot razli¢itih vrsta organizama, a u tipove simbioze ubrajaju se

mutualizam, komenzalizam 1 parazitizam (Leung i sur., 2008).

Mutualizam je odnos dva ili vise organizama u kojem oba organizma ili svi ¢lanovi imaju
koristi jedni od drugih. Stadie i sur. (2013) navode da je u eksperimentu kokultivacije s
kulturama bakterija L. hordei 1 L. nagelii sa kvascima S. ceverisiae 1 Z. florentina u omjeru
bakterije : kvasci = 0,1 : 1, uocen bolji rast svih navedenih mikroorganizama nego kod
kultivacije sa Cistim kulturama $§to jasno pokazuje mutualizam kod ovih vrsta

mikroorganizama.

Komenzalizam je simbioitski odnos u kojem jedan organizam ima korist, a drugi nema ni
koristi ni Stete. U slucaju kefirnih zrnaca ovakav odnos uocava se izmedu kvasaca i
bifidobakterija koji proizvode odredene vitamine i aminokiseline koje onda ostali
mikroorganizmi u zrncima mogu Koristiti (Stadie i sur., 2013). Takoder, kvasac S. cerevisiae

svojom invertaznom aktivnoSc¢u ¢ini glukozu dostupnijom za ostale mikrooganizme.

Parazitizam je odnos kojem jedan organizam ima korist, ali na Stetu drugoga. Tako je u
kefirnim zrncima uoc€eno da su rast i proizvodnja laktata od strane L. hilgardii znacajno
poboljSani u prisutnosti kvasca Z. florentina, ali je rast kvasca znacajno usporen (Leroi i

Pidoux, 1993).



2.4, USPOREDBA KEFIRNOG NAPITKA I MLIJECNOG KEFIRA

Pod pojmom , kefir* u vecini slucajeva misli se na mlijecni kefir koji se dobiva iz kravljeg
mlijeka. Medutim postoji znacajna razlika izmedu mlijecnog kefira 1 kefirnog napitka. Osim
Sto se razlikuju po boji i mirisu, razlike svakako postoje i u okusu, ali i konzistenciji. Mlije¢ni
kefir je neprozirne, bijele boje, mlijecnog kiselkastog mirisa i okusa te je gust. Kefirni napitak
s druge strane je proziran, Zuckaste boje no moze biti i crvenkast ovisno o dodanom vocu.
Fermentacije oba kefira su uglavnom spontane no razlika je $to se za mlijecni kefir Cesto koriste
definirane komercijalne starter kulture dok kod kefirnog napitka to nije sluc¢aj (Lynch i sur.,
2021). Za razliku od kefirnog napitka industrijska proizvodnja mlije¢nog kefira je Siroko
rasprostranjena. U Tablici 2. prikazane su ostale vazne razlike ova dva napitka, a na Slici 3.

vidi se usporedba vanjskog izgleda zrnaca mlije¢nog kefira 1 kefirnih zrnaca.

Tablica 2. Usporedba kefirnog napitka i mlijecnog kefira (prema Lynch i sur., 2021)

KEFIRNI NAPITAK MLIJECNI KEFIR

Proizvodi se pomocu kefirnih zrnaca Proizvodi se pomoc¢u zrnaca mlije¢nog
kefira
Glavni supstrat otopina saharoze sa Glavni supstrat mlijeko goveda npr. kravlje

dodatkom suSenog voca ili vo¢nog ekstrakta ili kozje mlijeko

Velika raznolikost fermentabilnih supstrata
Zrnca su prozirna, sluzava i manje otporna
Egzopolisaharid zrnaca primarno se sastoji
od a - glukana
Bakterije octene kiseline zastupljenije

Vrste Saccharomyces kvasaca dominantne

Vrste Lactococcus bakterija u manjem
udjelu
Vrste Candida kvasaca slabo prisutne
Prigodan za vegane i osobe intolerantne na

laktozu

Mala raznolikost fermentabilnih supstrata
Zrnca su bijela ili krem boje 1 otpornija su
Egzopolisaharid zrnaca primarno se sastoji
od kefirana
Bakterije octene kiseline manje zastupljene
Vrste Saccharomyces kvasaca u manjem
udjelu

Vrste Lactococcus bakterija dominantne

Vrste Candida kvasaca vise prisutne

Nije prigodan za vegane 1 osobe intolerantne

na laktozu
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Zrnca mlije¢nog kefira Kefirna zrnca

Slika 3. Usporedba izgleda zrnaca mlije¢nog kefira i kefirnih zrnaca (prema Dagtekin 1 Guzel-

Seydim i sur., 2021)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Za provodenje eksperimentalnog dijela ovog zavrSnog rada, koriStena su kefirna zrnca
koja su odrzavana u Laboratoriju za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i

tehnologiju slada i piva na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu.

3.1.2. Kemikalije

Popis, Cistoca 1 podrijetlo kemikalija koriStenih u ovom radu za pripremu otopina i

hranjivih podloga prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Cistoéa i podrijetlo kemikalija koristenih za pripremu otopina i hranjivih podloga

Kemikalija Cistota Proizvoda¢
Saharoza 99+% Liofilchem, Italija
Cinkov sulfat heptahidrat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
Sumporna kiselina za UPLC, 96 % Merk, Njemacka
Kandirane brusnice EuroCompany99 d.o.o.,

Bosna i Hercegovina

Kandirana papaja EuroCompany99 d.o.o.,

Bosna i Hercegovina

SusSene marelice EuroCompany99 d.o.o.,

Bosna i Hercegovina
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3.1.3. Hranjive podloge

Kultura kefirnih zrnaca koriStena u ovom radu odrzavala se u Erlenmeyerovoj tikvici u
otopini saharoze koncentracije 30 g/L na temperaturi od 25 °C, bez dodatka suSenog voca.
Ispitivanje utjecaja suSenog voca na proizvodnju kefirnog napitka i rast kefirnih zrnaca
provedeno je u staklenkama u podlogama u kojima je koncentracija saharoze iznosila 60 g/L
te je set od 10 staklenki sadrzavao po 10 g odredene vrste susenog voca (papaja, marelica i
brusnica). Uzgoj u staklenkama je takoder proveden pri 25 °C. Koristene podloge tokom ovog

istrazivanja nisu bile sterilizirane.

3.14. Aparatura i pribor

3.1.41.  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 Viasampler) i pecnice, naliticke 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 puL, a protok mobilne faze (0,0025 M H>SO4) 0,6

mL/min.

3.14.2. Ostala aparatura

-tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
-analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)
-hladnjak 1 zamrziva¢ (Bosch, Njemacka)
-termostat ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)

-susionik ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)
13



-centrifuga CF-10 visoke djelotvornosti (witeg Labortechnik GmbH, Njemacka)
-centrifuga SL 8R ThermoScientic (Waltham, Massachusetts, SAD)

-vodootporni prijenosni pH/mV-metar rezolucije 0,01 — HI9125 (Hanna Instruments, SAD)

3.2.  METODE RADA

3.2.1. Priprema hranjive podloge za odrzavanje kulture kefirnih zrnaca

Hranjiva podloga za odrzavanje i1 umnazanje kefirnih zrnaca pripremljena je u
Erlenmeyer tikvici od 3 L na nacin da se u 2 L vodovodne vode otopilo 60 g konzumnog Secera.
Podloga za odrzavanje kulture kefirnih zrnaca nije sadrzavala dodano voce. Podloga je

mijenjana svaka 2-3 dana

3.2.2. Pripema hranjivih podloga za proizvodnju kefirnog napitka uz dodatak voca

Podloga za proizvodnju kefirnog napitka uz dodatak suSenog voca pripremljena je na
nacin da je u 4,5 L vodovodne vode otopljeno 270 g saharoze tako da je pocetna koncentracija
Secera iznosila 60 g/L, a koja je potom razdijeljena u 30 staklenki. Svaka staklenka sa 150 mL
otopine saharoze zatim je inokulirana sa 10 % (m/V) vlaZznih kefirnih zrnaca (15 g). U svaki
set od 10 staklenki dodano je po 10 g razli¢itog suSenog voc¢a (papaja, brusnica i marelica) tako
da je bilo potrebno odvagati po 100 g suSenog voca za svaki set staklenki. Staklenke su zatim
zatvorene poklopcima te stavljene u termostat na temperaturu od 25 °C. Niti podloge, niti voce
dodano u staklenke nisu bili prethodno sterilizirani. Proizvodnja kefirnog napitka i uzgoj

kefirnih zrnaca pracen je tokom 32 dana.
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3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Priprema uzorka za UPLC analizu

Svakih 3-4 dana provedeno je uzorkovanje tekuceg dijela hranjive podloge iz svake od
3 staklenke sa razliCitom vrstom dodanog voca te su uzorci pripremljeni za UPLC analizu
kojom se odredivala koncentracija supstrata i nastalih produkata tokom fermentacije. U
Eppendorf plasti¢ne kivete od 1,5 mL, u dvije paralele za svaku staklenku (za svako voce),
otpipetirano je po 750 uL tekuceg dijela hranjive podloge te je u svaku kivetu dodano po 750
uL otopine cinkovog sulfata heptahidrata koncentracije 100 g/L. Sadrzaj kiveta je
homogeniziran te su potom ostavljene 10 minuta na sobnoj temperaturi kako bi se iz uzorka
istalozili prisutni proteini. Nakon toga je uslijedilo centrifugiranje uzoraka kroz 5 minuta pri
1350 o/min. Po zavrSetku centrifugiranja, iz svake kivete ponovno je izuzeto po 750 pL
supernatanta u dvije nove kivete te je u svaku ponovno dodano po 750 pL. demineralizirane
vode kako bi se uzorci dodatno razrijedili. Tako pripremljeni uzorci dodatno su profiltrirani

kroz filter veli¢ine pora 0,2 um direktno u vijale koje su koristene za za UPLC analizu.

3.3.2. Odredivanje udjela suhe tvari biomase kefirnih zrnaca

Udio suhe tvari kefirnih zrnaca odreden je na pocetku uzgoja, u 20. danu uzgoja te zadnji
dan uzgoja. Suha tvar na pocetku odredena je tako da je iz tikvice za odrzavanje inokuluma
odvagano 10 g kefirnih zrnaca. Zrnca su zatim prenesena u osusenu i1 izvaganu Petrijevu
zdjelicu te su stavljena na suSenje do konstantne mase u susionik na 80 °C. Pocetni udio suhe
tvari odreden je u 2 paralele te je kao vrijednost za izraCun uzeta srednja vrijednost dva
mjerenja. Udio suhe tvari u 20. i zadnjem danu uzgoja odreden je na nacin kao 1 na po¢etku
uzgoja s tim da je u ovom slucaju iz staklenki najprije izuzeto suSeno voce a potom je
cjelokupni sadrzaj svake od tri staklenke ravnomjerno raspodijeljen u nekoliko plasti¢nih
Eppendorf kiveta od 50 mL. Centrifugiranje uzoraka provedeno je pri 8000 o/min u trajanju od
10 minuta. Nakon centrifugiranja supernatant je dekantiran, a istalozena kefirna zrnca Zlicom
su prebacena na prethodno osusene 1 izvagane staklene Petrijeve zdjelice. Petrijeve zdjelice sa

kefirnim zrncima zatim su stavljene na susSenje do konstantne mase u susionik na temperaturu
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od 80 °C. Masa suhe tvari izracuna se tako da se od mase izvagane Petrijeve zdjelice sa zrncima

nakon ustaljenja mase, oduzme masa prazne osusene zdjelice.

Mgy, = My — my [g] [1]

ms.v. — masa suhe tvari [g]
m; — masa prazne osusene Petrijeve zdjelice [g]

m2 — masa Petrijeve zdjelice sa kefirnim zrncima nakon suSenja [g]

3.4. ODREDIVANJE POKAZATELJA USPJESNOSTI

Kao pokazatelji uspjesnosti bioprocesa, tokom ovog istrazivanja, odredeni su ukupna potrosnja

supstrata, prinos produkta te koeficijent konverzije supstrata u produkt.

3.4.1. Potro$nja supstrata (AS)

AS =S, —Slg/L] (2]
So — pocetna koncentracija supstrata [g/L]

S — konacna koncentracija supstrata [g/L]

3.4.2. Prinos produkta (Yp)
[3]

Yo =P—P[g/L]
P — konacna koncentracija produkta [g/L]

Po — pocetna koncentracija produkta [g/L]
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3.4.3. Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yrss)

[4]
(P—P) AP Yp

Yp/s=(50—_s)—ﬁ—3 lg/9]

So, Po— pocetna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L]

S, P — konacna koncentracija supstrata, odnosno produkta [g/L]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom zavrsnom radu proucavan je utjecaj 3 razlicite vrste susenog voca (papaje, brusnice
1 marelice) kao dodatnog izvora nutrijenata na konacni sastav i promjenu pH kefirnog napitka
te promjenu udjela suhe tvari kefirnih zrnca. Istrazivanje je provedeno sa 30 staklenki tako da
se jedna vrsta voca nalazila u 10 staklenki. Svaka staklenka sadrzavala je 150 mL hranjive
podloge uz saharozu kao glavni izvor ugljika u koncentraciji od 60 g/L temeljem prethodnih
istrazivanja (Kurtoi¢, 2020) te 10 % (m/V) kefirnih zrnaca. Fermentacija se provodila pri
temperaturi od 25 °C te su uzorci za UPLC analizu iz seta od 3 staklenke uzimani svaka 3-4
dana. UPLC analizom supernatanata odredene su koncentracije produkata tijekom proizvodnje
kefirnog napitka, pH je mjeren prijenosnim pH/mV-metrom, a udio suhe tvari na 0., 19. i 32.

danu uzgoja odreden je gravimetrijski.

4.1. PROIZVODNIJA KEFIRNOG NAPITKA UZ DODATAK SUSENE PAPAJE

U ovom poglavlju biti ¢e prikazani rezultati istraZivanja proizvodnje kefirnog napitka uz

dodatak suSene papaje. Rezultati su prikazani na slikama 4. - 6.
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Slika 4. Promjena koncentracije ugljikohidrata tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz

dodatak suSene papaje
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Slika 5. Promjena pH vrijednosti podloge tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

susene papaje

Na Slici 4. vidljiv je ravnomjeran trend hidrolize saharoze od samog pocetka
fermentacije pa skoro do kraja uzgoja s malim odstupanjem u 11. i 21. danu (moguca
eksperimentalna greSka). U prilog tome govori 1 promjena koncentracija glukoze i fruktoze koji
nastaju cijepanjem molekule saharoze. U prvih 4-5 dana fermentacije dok je pH podloge bio
visi, vrlo vjerojatno je doprinos hidroliti¢ke aktivnosti kvasca S. cerevisiae prirodno prisutnog
u kefirnim zrncima bio visi nego prema kraju bioprocesa. Kao $to je vidljivo na Slici 5., nakon
11. dana fermentacije pH podloge se ustalila oko vrijednosti od 2,5 pH jedinice i nije se
znacajnije mijenjala do kraja uzgoja. Medutim iako je pH podloge bio nizak, hidroliza saharoze
nije zaustavljena Sto upucuje na zakljucak da je i kod ovih pH vrijednosti podloge prisutan rast
1 aktivnost mikroorganizama koji imaju sli¢no djelovanje kao i S. cerevisiae. Poznato je da se
u kefirnim zrncima moze pronaci 1 vrsta kvasca Dekkera bruxellensis koji moze prezivjeti pri
tako niskom pH (Laureys i sur., 2018), a takoder moze hidrolizirati saharozu. Osim djelovanja
kvasca D. bruxellensis cijepanje molekule saharoze u podlozi mogla bi biti posljedica i
djelovanja bakterije mlijeCne kiseline L. hilgardii koja takoder dobro podnosi niske pH
vrijednosti, a jedna je od bakterija odgovornih za sintezu kefirana (egzopolisharidni matriks od
kojeg su gradena kefirna zrnca) i koja takoder moze hidrolizirati saharozu na molekulu glukoze
i fruktoze (Lynch i sur., 2021). U prilog tome ide i Cinjenica da je u ovom slucaju uocen
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znacajan porast udjela suhe tvari u odnosu na pocetak uzgoja (Slika 7). Ono $to se nadalje moze
primijetiti jest ¢injenica da je zabiljezena koncentracija fruktoze u podlozi iznimno visoka i
ona zaostaje jer nije preferencijabilni izvor ugljika. Takoder, ovako visoke koncentracije mogu
biti 1 posljedica njene prisutnosti u suSenom vocu. Na deklaraciji proizvoda¢ navodi kako je
udio Secera u papaji 76%. To su 1 prirodno prisutni Seceri u vocu (ve¢im dijelom fruktoza), ali
1 dodani Seceri u obliku saharoznog sirupa buduéi da je vo¢e dodano osecereno. Dakle prisutni
mikroorganizmi mogli su koristiti i saharozu koja potje¢e od susenog voca te tako dodatno
stvarati velike koliCine glukoze 1 fruktoze, a i same fruktoza i glukoza u podlozi mogle su

potjecati od susene papaje.

7 1
= 6 0,9
E" 0,8
g 5 0,7
g 4 06 —
< 05
= -
g 3 04 B
g 2 0,3 e
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) 0,2
1
2 0,1
o
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t [dan]
—@—glicerol —@—etanol —@—ocetna kiselina manitol

Slika 6. Promjena koncentracije produkata tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSene papaje
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Slika 7. Promjena udjela suhe tvari kefirnih zrnaca tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz

dodatak suSene papaje

Na Slici 6. prikazane su promjene koncentracije produkata nastalih tokom ovog
istrazivanja. U ovom slucaju nije zabiljeZen nastanak manitola, dok je kod ostala dva suSena
voca zabiljeZen, a tome u prilog ide i1 visoka koncentracija fruktoze u podlozi. Naime, neke
vrste heterofermentativnih BMK, npr. Leuconostoc citreum, koriste fruktozu za proizvodnju
manitola (Gulitz i sur., 2011) no buduéi da manitol nije nastao, a koncentracija fruktoze je
ostala visoka, moZe se pretpostaviti da tijekom uzgoja nisu bili postignuti optimalni uvjeti za

njihovu aktivnost.

Na Slici 6. se takoder vidi da je koncentracija etanola tijekom cijelog uzgoja vrlo niska,
vidljiv je blagi porast koncentracije na pocetku dok su uvjeti za aktivnost S. cerevisiae jos bili
povoljni, a nakon toga se ustalila pri ¢emu je maksimum koncentracije postignut 21.dan 1 iznosi
1,67 g/L. Octena kiselina je prisutna tijekom cijelog uzgoja, no najbrzi porast koncentracije je
upravo nakon 21.dana uzgoja kada se koncentracija etanola pocinje smanjivati. Razlog tome
moze biti povecana aktivnost D. bruxellensis 1 L. hilgardii koje dokazano imaju sposobnost
proizvodnje octene kiseline (Laureys 1 sur., 2018) ili zbog aktivacije bakterija octene kiseline
koje troSe etanol kao izvor energije te ga oksidiraju u octenu kiselinu. Medutim, zbog male
koncentracije kisika u staklenci, doprinos bakterija octene kiseline je vjerojatno manje

znacajan.
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4.2. PROIZVODNIJA KEFIRNOG NAPITKA UZ DODATAK SUSENIH BRUSNICA

U ovom poglavlju biti ¢e prikazani rezultati istrazivanja proizvodnje kefirnog napitka uz

dodatak suSenih brusnica. Rezultati su prikazani na slikama 8. — 11.
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Slika 8. Promjena koncentracije Secera tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSenih brusnica
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Slika 9. Promjena pH vrijednosti podloge tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSenih brusnica
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Dinamika potro$nje supstrata u slucaju kada je u hranjivu podlogu na pocetku uzgoja
dodana suSena brusnica prikazana je na Slici 8. Na Slici 9. vidljivo je da je pocetna pH
vrijednost podloge u ovom sluc¢aju nesto niza nego kod prethodnog eksperimenta (4,5 pH
jedinica), Sto je ujedno 1 najmanja pocetna vrijednost pH podloge u sva 3 slucaja. Razlog tome
moze biti taj Sto su brusnice kao konzervans sadrzavale 1 sumporni dioksid i limunsku kiselinu
koji su dodatno mogli zakiseliti podlogu. Buduéi da je pocetna pH vrijednost iznosila 4,5, Sto
je optimalni pH za aktivnost kvasca S. cerevisiae, promjene koncentracija glavnih izvora
ugljika u podlozi u pocetnih nekoliko dana su ocekivane. Koncentracija saharoze se
kontinuirano smanjuje, intenzivnije nakon 7.dana da bi na kraju uzgoja bila skoro u potpunosti
hidrolizirana. U Tablici 4. moze se vidjeti da je tijekom fermentacije sa brusnicama ostvarena
najveca potrosnja supstrata $to za posljedicu ima i najvece zabiljezene koncentracije glukoze i
fruktoze u podlozi. Kao 1 kod prethodnog uzgoja, za ovakve rezultate pri niskim pH
vrijednostima podloge najvjerojatnije su zasluzni kvasac D. bruxellensis 1 BMK L. hilgardii.
Fruktoza i u ovom uzgoju zaostaje u podlozi medutim evidentno je da je hidroliza saharoze
brza i izrazenija u odnosu na brzinu potro$nje samog supstrata. I ovdje je bitno napomenuti da
Seceri mogu potjecati i od samog voca pa tako prema deklaraciji suSene brusnice sadrze 73 g
SeCera na 100 g suSenih brusnica, $to je slicno kao i1 suSena papaja, medutim iz rezultata
prikazanih u Tablici 4, moze se zakljuciti da je njihov doprinos ukupnoj koncentraciji manji

nego u slucaju susene papaje .

Tablica 4. Prikaz pokazatelja uspjeSnosti za eksperimente sa dodatkom suSenog voca

Parametar/vrsta Papaja Brusnica Marelica
susenog voca
AS [g/L] 37,44 57,55 55,34
Yeic [g] 13,83 22,94 12,93
Yrru [g] 42,86 46,48 26,26
Yéiicerol [g] 0,65 0,03 1,62
Yeon [g] 0,12 0 0
Ywanitot [g] 0 1,58 7,94
Ycuscoon [g] 6,17 6,34 28,58
Yaiiceroiss [9/9] 0,0117 0,0005 0,0293
Yeeonys [g/g] 0,002 0 0
Yumanitoi/s [9/9] 0 0,0275 0,1435
Ycuscoonys [g/9] 0,1106 0,1102 0,5164
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Slika 10. Promjene koncentracije produkata tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSenih brusnica

U ovom eksperimentu zabiljeZena je i1 znacajnija koli¢ina proizvedenog manitola u
odnosu na ostale eksperimente, i to pogotovo nakon 7.dana uzgoja. To bi znacilo da su tada
postignuti uvjeti za aktivnost ve¢ spomenutih heterofermentativnih BMK koje su odgovorne
za njegovu proizvodnju. I ovdje je zabiljeZena sli¢na dinamika odvijanja bioprocesa kao i u
prethodnom eksperimentu. U pocetku se moze vidjeti blagi porast koncentracije etanola da bi
se njegova koncentracija ustalila nakon 11. dana uzgoja (Slika 10). Znacajnija proizvodnja
octene kiseline koincidira sa povecanjem koncentracije manitola, §to bi moglo upucivati na
¢injenicu da neke od bakterija odgovornih za proizvodnju manitola mogu sintetizirati 1 octenu

kiselinu (Vrancken i sur., 2010).
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Slika 11. Promjena udjela suhe tvari tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak suSenih

brusnica

Promjena udjela suhe tvari (Slika 11) tijekom uzgoja sa susenim brusnicama slican je
kao u prethodnom slu€aju sa suSenom papajom. Povecanje udjela suhe tvari na kraju
fermentacije je malo manje u odnosu na eksperiment sa papajom te iznosi 13,33 %. Razlog
tome moze biti malo niza kona¢na pH vrijednost podloge nego kod uzgoja sa papajom S$to

predstavlja dodatan stres za mikroorganizme koji sintetiziraju egzopolisaharidni matriks .
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43. PROIZVODNJA KEFIRNOG NAPITKA UZ DODATAK SUSENIH
MARELICA

U ovom poglavlju biti ¢e prikazani rezultati istrazivanja proizvodnje kefirnog napitka uz

dodatak suSene papaje. Rezultati su prikazani na slikama 12. - 15.
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Slika 12. Promjena koncentracije Secera tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSenih marelica
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Slika 13. Promjena pH vrijednosti podloge tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSenih brusnica
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Na Slici 12. moze se vidjeti da je do 12. dana uzgoja ostvareno najbrze smanjenje
promjene koncentracije saharoze u podlozi ako promatramo sva tri eksperimenta. Inicijalni pH
podloge (Slika 13) bio je najvisi u sva tri slucaja i najvjerojatnije su ostvareni najbolji pocetni
uvjeti za aktivnost S. cerevisiae. Takoder, ukupno gledano, u ovom slucaju zabiljezen je
uravnotezenija dinamika bioprocesa $to se moze vidjeti i iz krivulja glukoze i fruktoze ¢ije su
koncentracije manje u odnosu na uzgoje kada su u podlogu dodani papaja ili brusnice. Nakon

4. dana pH je iznosio nesto malo viSe od 3 pH jedinice 1 nije se viSe znacajnije mijenjao.
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Slika 14. Promjena koncentracije produkata tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak

suSenih brusnica

Sto se ti¢e produkata, ovdje su zabiljezene najvise koncentracije etanola i glicerola u
usporedbi sa ostalim podlogama gdje su dodani papaja i brusnice. Ovo je najvjerojatnije
posljedica veéeg udjela kvasca S. cerevisiae u startu Sto se odrazilo na brzu hidrolizu saharoze
1 viSe koncentracije alkohola u podlozi. Proizvodnja manitola je uo¢ena prakticki od pocetka
samog uzgoja Sto se moze pripisati Cinjenici da su postignuti optimalni uvjeti za
mikroorganizme odgovorne za njegovu proizvodnju. U ovom slucaju ostvaren je i njegov
najveci prinos (Tablica 4). Znacajnija razlika moZe se uociti i kod proizvodnje octene kiseline

¢ija je koncentracija bila gotovo nepromijenjena tokom cijelog vremena trajanja istrazivanja
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da bi tek na kraju fermentacije bilo zabiljeZeno znacCajnije povecanje. Proizvodnja octene
kiseline mogla bi biti posljedica povecane aktivnosti mikroorganizama kojima su odgovarali
uvjeti u podlozi, npr. kvasac D. bruxellensis ili je doslo do povecane aktivnosti prirodno
prisutnih bakterija octene kiseline koje inaCe pred kraj proizvodnje oksidiraju proizvedeni

etanol iz hranjive podloge.
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Slika 15. Promjena udjela suhe tvari tijekom proizvodnje kefirnog napitka uz dodatak susenih

marelica

Kao S§to je uzgoj sa susenim marelicama specifican po koncentracijama supstrata i
produkata, tako je slucaj i sa promjenom udjela suhe tvari. Naime, jedino tijekom ovog uzgoja
je doslo do blagog pada u udjelu suhe tvari nakon 19.dana u iznosu od 0,7 %. Do tog vremena
veéina supstrata utroSena je na sintezu produkata, Sto je u suprotnosti od ostala dva
eksperimenta kod kojih je vidljiv jasan trend porasta udjela suhe tvari. Medutim, prema kraju
uzgoja ipak dolazi do blagog porasta u udjelu suhe tvari, upravo kada je koncentracija supstrata

u podlozi minimalna, a uvjeti generalno nepovoljni za mikrobnu aktivnost.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ostvarenih tijekom ovog istrazivanja moze se zakljuciti slijedece:

1.

4.

Proizvodnja kefirnog napitka uz dodatak suSene papaje rezultirala je najmanjom koli-
¢inom utro$enog supstrata na kraju uzgoja te niskim koncentracijama glavnih produ-
kata. UnatoC tome, ostvaren je najveci porast udjela suhe tvari u odnosu na pocetnu

vrijednost od 14,97 %.

U slucaju kada je u podlogu dodana susena brusnica ostvareni su sli¢ni rezultati kao i u

sluc¢aju kada je u podlogu dodana papaja.

Rezultati ostvareni kod uzgoja sa suSenim marelicama razlikuju se od prethodna dva
eksperimenta. lako je saharoza utrosena do kraja, u ovom slucaju zabiljezene su najvise
koncentracije etanola (29,26 g/L) i octene kiseline (28,91 g/L), a proizvodnja manitola
zabiljezena je tijekom cijelog vremena trajanja uzgoja. U ovom slucaju ostvaren je naj-

manji prirast suhe tvari u sva tri seta eksperimenata.

Na temelju ovog istrazivanja moze se zakljuciti da se suSena papaja, marelica i brusnica
mogu koristiti u biotehnoloskoj proizvodnji kefirnog napitka. S obzirom na komplek-
snost mikrobne zajednice i njihovu medusobnu interakciju, dobivene su razlicite kon-
centracije glavnih produkata (etanola, glicerola, octene kiseline i manitola) u podlozi,
a dodatak neke vrste voca ima i pozitivan utjecaj na proizvodnju glavnog polisaharida

(kefirana).
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7. PRILOZI

7.1.  BAZDARNI PRAVCI ZA ODREPIVANJE KONCENTRACIJE SUPSTRATA I
PRODUKATA UPLC ANALIZOM

Prilog 1. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva teku¢inskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti

Spoj Retencijsko Jednadzba bazdarnog pravca R%(-)

vrijeme, tg (min)

Saharoza 4,248 A = 135868Vsaharoza + 30686 0,9984
Glukoza 4,98 A = 143593ygiukoza — 2189,5 0,9998
Fruktoza 5,458 A = 127449V#rykioza + 1301,4 0,9999
Manitol 5,766 A = 161699V manitol + 25269 0,9998
Glicerol 6,984 A = 105559Vgiicerol — 297,02 1,0000
OCtena kise“na 8,167 A = 68165Voctena kiselina — 2182,8 0,9983
Etanol 10,44 A= 5383GVetanoI - 15864 0,9969

A= povrSina



Izjava o izvornosti

Ja Petra Akalovié izjavljujem da je ovaj zavr$ni 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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