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1. UvOD

Jedan od najucinkovitijih pristupa aktivnom pridonosenju fizickom i psihi¢kom zdravlju jest
pojacavanje imuniteta pomoc¢u funkcionalne hrane (Ashaolu, 2020). Naime, prehrana ima
veliki utjecaj na mnoge ¢imbenike zdravlja, a otkriveno je da vecina tih ¢imbenika zapocinje
interakcijom unesene hrane sa crijevnom mikrobiotom, koja zatim pokrece niz posljedi¢nih
reakcija. Zbog toga se prehrana moze koristiti i za odrzavanje zdravlja, ali i za ublazavanje
bolesti. U crijevima zive bilijuni mikroorganizama koji imaju temeljne uloge u metabolizmu,
endokrinom, neuronskom, imunoloskom i mnogim drugim aspektima funkcioniranja tijela (Su
i Liu, 2021).

Prema globalnoj procjeni trziSta imunostimulirajuée hrane (funkcionalna hrana i sastojci),
predvida se da ¢e se do ove, 2023. godine svjetsko trziSte ove vrste hrane proSiriti s 830
milijardi dolara godis$nje na 1 bilijun dolara (Pihurov i sur., 2021). Probioti¢ki mikroorganizmi
zahtijevaju sloZene uvjete rasta, visoke troskove odrzavanja, osjetljivi su na gastrointestinalnu
okolinu, prijenos patogenih gena, lizu stanica pri ekstremno kiselom pH, imaju Siroko
rasprostranjenu otpornost na antibiotike i nizu vitalnost bakterija zbog nedostatka spora.
Bioloski rizici povezani su s dugom i nekontroliranom uporabom klasi¢nih probiotika
(Shenderov i1 Gabrichevsky, 2017). U tom kontekstu, za odrzavanje slozenog i raznolikog
mikrobnog konzorcija crijeva koji sadrzi razne bakterije, arheje, viruse 1 kvasce, novim
konceptom probiotickih stani¢nih komponenti, metabolita 1 signalnih molekula razvijena je
stabilnija 1 ucinkovitija alternativa probioticima. “Skriveni vojnici” za jacanje cjelokupne
vojske imunoloskog sustava domacina nazvani su metabiotici, a obuhvacaju prebiotike,
probiotike (nutribiotike, farmakobiotike), sinbiotike, paraprobiotike i postbiotike (Singh i sur.,
2018). Izvor koncepta metabiotika koji se trenutno ne uporablja u punom kapacitetu
predstavljaju autohtone kulture, koje se nazivaju i spontani konzorciji mikroorganizama, kao
Sto su zrnca mlije¢nog 1 vodenog kefira, te kombucha.

U ovom radu je iz razli¢itih perspektiva analizirana 1 objaSnjena povezanost izmedu

metabiotika 1 autohtonih probioti¢kih kultura.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. OPCENITO
Fermentirana hrana se proizvodi stolje¢ima na temelju empirijskog znanja koje se prenosi s
koljena na koljeno u razli¢itim zemljama diljem Zemlje. Fermentacija se koristi ne samo zato
Sto je ekonomican nacin oc¢uvanja hrane, nego i zato Sto je fermentirana hrana dio kulture
razlicitih drustvenih zajednica i konvencionalno je pripremana za vrijeme svetkovina i vjerskih
obreda, a koristi se i u tradicionalnoj medicini (Ashaolu i sur., 2020). Ovi proizvodi se opc¢enito
proizvode u malim koli¢inama za lokalno stanovnistvo, te na razini kucanstva za potrosnju
pojedinaca ili obitelji. Vec€ina ove hrane priprema se zanemarujuci sastav mikroorganizama
prisutnih tijekom procesa, ukljucuju¢i mikroorganizme koji koloniziraju sirovine, posude koje
se koristi 1 okoli§. Ovi takozvani "spontani" procesi fermentacije obi¢no ukljucuju slozene
interakcije izmedu razli¢itih kombinacija kvasaca i/ ili bakterija. Ljudsko tijelo je domacin
velikog broja mikroorganizama koji imaju znaéajan utjecaj na mnoge aspekte stanja samog
domacina. Naime, tijelo ¢ovjeka sadrzi viSe stanica raznih mikroorganizama nego vlastitih,
ljudskih, eukariotskih stanica. Najveéa koncentracija ljudskog mikrobioma jest u debelom
crijevu, a najéesci ,,stanovnici® probavnog trakta sisavaca su Cetiri porodice bakterija, a to su
Firmicutes, Becteroidetes, Actionobacteria i Proteobacteria, koje predstavlja 500 do 1000
razli¢itih bakterijskih vrsta (Bradley i Pollard, 2017). Interakcija izmedu mikrobiote i
organizma domacina ima velik utjecaj na komunikacijske signale i funkcionalnost, a takoder
je pod utjecajem vanjskih ¢imbenika. Mikroorganizmi proizvode razli¢ite signalne molekule
kao Sto su peptidi, aminokiseline, kratkolantane masne kiseline 1 plinoviti spojevi. Oni
reagiraju na signale svojih domacina, ¢ime se odrZava veza izmedu ziv€anog sustava domacina
i njegovog organizma kroz osovinu crijevo-mozak (Rutsch i sur., 2020). Naravno, konzorciji
mikroorganizama se nalaze i u drugim dijelovima naSeg tijela i obzirom na to gdje se nalaze,
zajednice su razli¢itog sastava. Slika 1 prikazuje udjele odredenih mikroorganizama u
razli¢itim dijelovima tijela, a Slika 2 prikazuje najzastupljenije mikroorganizme u probavnom

traktu te njihovu koncentraciju.
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(prema Riviere i sur., 2016)



Svaka pojedina osoba ima razli¢itu mikrobiotu na ¢iji sastav utjecu dob, prehrana, nacin Zivota,
hormonalne promjene, naslijedeni geni i sli¢no. Prisutna mikrobiota ima veliki utjecaj na
imunosni sustav domacina, psihicko zdravlje, probavu, cjelokupnu genetsku i metabolicku
signalizaciju i interakciju te mnoge druge funkcije tijela. Zna¢ajno doprinosi prehrambenim
potrebama domacina tako Sto ti organizmi aktivno razgraduju slozene prehrambene sastojke
koji bi inace bili neprobavljivi za domacina (npr. slozeni ugljikohidrati), ¢ine¢i ih lako
dostupnim za apsorpciju i asimilaciju. Jo§ jedna bitna uloga mikrobiote, i to one u debelom
crijevu, jest da stiti debelo crijevo od raka tako $to proizvodi butirate fermentacijom slozenih
sastojaka. Osim toga, mikrobiota debelog crijeva takoder sluzi za opskrbu domacina
vitaminima potrebnih za razvoj. Tu se istiCu bakterije kao Sto su Bifidobacterium spp.,
Bacteroides spp. i enterobakterije koje su odgovorne za proizvodnju vitamina K (Ogunrinola i
sur., 2020). Zbog tako velike i vazne uloge, bitno je odrzavanje mikroflore. Bilo zbog stresa,
koriStenja antibiotika, loSe prehrane ili slicno, u naSem organizmu se moze smanjiti broj dobrih
mikroorganizama te narusiti cjelokupna mikrobiota. Kako se to ne bi dogodilo, ili nakon $to se
to ve¢ dogodilo, kako bi obnovili probiotske kulture u naS§em probavnom traktu, razvijeni su
raznorazni preparati koji mogu sadrzavati samo mikroorganizme, supstrat za pozeljne
mikroorganizme, te metabolite koji su rezultat njihovog djelovanja kao i njihove razne
kombinacije (Singh i sur., 2018).

2.2. DEFINICIJE 1 POVEZNICE 1ZMEDU METABIOTIKA I AUTOHTONIH
KULTURA

Sinbiotik jest funkcionalna kombinacija probiotika (zivih mikroorganizama S povoljnim
ucinkom na zdravlje domacina) i prebiotika (selektivno fermentiranih ugljikohidrata koji sluze
kao hrana probioticima, a ne mogu se apsorbirati i razgraditi u probavnom traktu domacina),
dok je simbiotik kombinacija dva ili vise probioti¢ka soja.

Najcesce istrazivani i dobro klasificirani prebiotici koji trenutaéno dominiraju trziStem su
galaktani (galaktooligosaharidi) i fruktani (fruktooligosaharidi, oligofruktoza i inulin), tj.
polimeri molekula fruktoze odnosno galaktoze. Medutim, zbog Zelje za dobivanjem zajednice
mikroorganizama s viSe razli¢itih vrsta, poceli su se istrazivati i neki drugi spojevi kao
kandidati prebiotika. Tu je prvenstveno rije¢ o tvarima na bazi ugljikohidrata dobivenih iz
biljaka (lignin, celuloza i hemiceluloza, te skrob, polidekstroza, ksilooligosaharidi i pektin), ali
se istrazuju i spojevi koji bi oponasali supstrate Zivotinjskog podrijetla (npr. oligosaharidi
prisutni u mlijeku), te tvari na bazi kvasca, ali i mnoge tvari osim ugljikohidrata (npr. polifenoli,
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masne kiseline i slicno) (Cunningham i sur., 2021). Predvida se proizvodnja prebiotika iz novih
izvora u buduénosti, a glavni razlog tome jest odrzivost, smanjeni troskovi i veca raznolikost.
Tu se prvenstveno razmatraju otpadci hrane kao bogat i odrziv izvor prirodnih bioaktivnih
sastojaka. Osim S$to poti¢u rast ,,dobrih“ mikroorganizama, mjeSavina prebiotika razlicitih
duljina lanaca ili specifi¢nih mehanizama isporuke omogucuje njihovu isporuku bez znac¢ajnih
strukturnih promjena prema ciljanom dijelu debelog crijeva. To potice selektivnu stimulaciju
sojeva koji razgraduju ugljikohidrate ¢ime posljedi¢no smanjuju lokalnu proteolizu i
proizvodnju nepozeljnih metabolita. Poznato je da mnoge od strukturnih karakteristika nekog
prebiotika odreduju koji mikroorganizmi ih mogu koristiti za rast, kao Sto su npr. stupanj
polimerizacije i grananje te povezivanje i dodavanje modifikacija (npr. funkcionalnih skupina).
Zbog toga mozemo ciljano promovirati rast nekih manje zastupljenih mikroorganizama ili
suprimirati rast onih nezeljenih (Cunningham i sur., 2021).

Probiotici su zivi 1 nepatogeni mikroorganizmi koji sluze za poboljSanje mikroflore domacina,
narocito u probavnom traktu. Oni utje¢u na sveukupno stanje domacina u kojem se nalaze na
mnoge nacine kao Sto su snizavanje crijevnog pH, konkuriranje patogenim organizmima za
vezanje na crijevni epitel, te modificiranje imunolo$kog odgovora domacéina. Pozitivno
djelovanje probiotika na zdravlje dokazano je mnogo puta, a najbolji dokaz klinicke
ucinkovitosti jest onaj pri lije¢enju akutnog proljeva. Probiotski preparat trebao bi sadrzavati
nekoliko milijardi mikroorganizama kako bi se mogla poveéati mogucénost odgovarajuce
kolonizacije crijeva. Terapija takvim preparatima relativno uspje$no se koristi za bolesti
gastrointestinalnog trakta, Crohnovu bolest, sindrom iritabilnog crijeva i Helicobacter pylori.
Mogu smanjiti 1 simptome netolerancije laktoze. Osim za ublazavanje simptoma
gastrointestalnih bolesti koriste se i za tretiranje urogenitalnih problema, pa cak i za lijeCenje
infekcija gornjih diSnih puteva. Medutim, za dobivanje probiotika potrebni su vrlo sloZeni
uvjeti te visoki troSkovi za odrzavanje. Takoder je teSko predvidjeti kakve Ce biti njihove
interakcije sa domac¢inom 1 drugim mikroorganizmima u probavnom traktu. Osim toga postoji
opasnost od lize stanica pri ekstremno niskim pH vrijednostima koje prevladavaju u Zelucu
zbog ¢ega vrlo mali broj stanica na putu do crijeva ostaje Ziv i funkcionalan. Problemi su jo§ i
Siroko rasprostranjene otpornosti na antibiotike te cinjenice da probiotici najceSée ne
sporuliraju, a postoji i opasnost povezana s dugom i nekontroliranom uporabom klasi¢nih
probiotika (Cunningham i sur., 2021).

Postbiotici su metaboliti topljivi u vodi ili komponente lizirane stanice ¢ija je molekularna masa

izmedu 10 i 100 kDA (Aguilar-Toala i sur., 2018). To su, to¢nije receno, rezultati djelovanja
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probiotskih mikroorganizama u probavnom traktu. U njih se svrstavaju kratkolanCane masne
kiseline, aminokiseline, proteini i peptidi, organske Kkiseline, enzimi, ekstracelularni
polisaharidi, lizati stanica i vitamini. Postbioticki spojevi imaju visoku antimikrobnu aktivnost
1 otpornost na visoke temperature.

Parabiotici, nazvani ,,duhovima“ ili ,,ubijenim probioticima‘ su inaktivirane mikrobne stanice,
lizati stanica ili njihovi fragmenti koji potjecu od probiotickih mikroorganizama (teihoni¢na
kiselina, peptidoglikani, hitin, bakterijska DNA), a domacinu omoguéavaju fizioloska svojstva
probiotika bez potencijalne opasnosti od njihove pretjerane uporabe (Singh i sur., 2018).
Smatraju se sigurnijom alternativom probioticima za prerano rodenu djecu (Nataraj i sur.,
2020), a takoder izazivaju protuupalni i pozitivnan imunoloskim odgovor kod zivotinja i ljudi.
Probioticki mikroorganizmi (kao $to su L. acidophilus, Bifidobacterum bifidum, Streptococcus
thermophilus) s nutritivnim funkcijama koje proizvode i1 odrzavaju vitaminsku ravnotezu
ljudskog domacina mogu se nazvati nutribioticima. Njihovo djelovanje temelji se na
proizvodnji specifiénih metabolita kao Sto su tiamin (Bi), riboflavin (B2), niacin (B3),
pantotenska kiselina (Bs), piridoksin (Bs), biotin (B7), folat (Bo-11), kobalamin (Bi2) i vitamin
K, te konjugirana linolna kiselina. Nutribiotici se mogu koristiti za nutraceutske dijete 1 za
obogacivanje hrane, osobito fermentirane. Probiotici s farmakoloskim djelovanjem za
prevenciju ili lijeCenje bolesti (infektivni proljev, upalne bolesti crijeva, pretilost i dijabetes)
nazivaju se farmabiotici. Sojevi poput L. salivarius i Lactococcus lactis primjer su farmabiotika
zbog svoje sposobnosti da proizvode antimikrobne peptide i1 proteine kao Sto su bakteriocini
koji su poznati kao inhibitori patogena i za lijeenje malignih karcinoma (Lee i sur., 2018).
Metabiotici su molekule niske molekularne mase koje imaju raznovrsna kemijska svojstva te
Sposobnost interakcije s okolinom 1 time kontroliranja gena za razlicite biokemijske, fizioloske
1 genetske funkcije odrZzavanja homeostaze. Ovom definicijom su obuhvaceni razliciti bioloski
aktivni metaboliti, signalne molekule i stanice (i zive i mrtve, te njihovi dijelovi). Glavne
komponente metabiotika su kratkolancane masne kiseline, peptidi, peptidoglikanski derivati
muropeptida, enzimi, polisaharidi, vitamini, teihoi¢ne kiseline (bakterijski kopolimeri glicerol
fosfata ili ribitol fosfata i ugljikohidrata povezanih preko fosfodiesterskih veza) i proteini. lako
su metabiotici metaboliti koje proizvodi mikrobiota domacina, oni su vrlo strukturno sli¢ni
malim molekulama koje sintetiziraju stanice samog domacina i imaju njima slicnu
funkcionalnost. Mogu se Koristiti kao lijekovi, bioaktivni dodaci hrani ili kao sastojci
funkcionalne hrane za obnavljanje crijevne mikrobiote. O¢ite prednosti metabiotika u odnosu

na probiotike su §to se mogu to¢no dozirati jer pri pH koji vlada u Zeludcu ne dolazi do njihovog
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raspada kao Sto se dogada sa stanicama probiotika te doza koju se pripremi bit ¢e ona koja ¢e
biti aktivna u probavnom traktu. Naime, 95-97 % metabiotika dolazi do debelog crijeva u
netaknutom obliku i ne interferiraju s ljudskom mikrobiotom. Ulaskom u probavni trakt odmah
postaju aktivni. Osim toga, imaju dugi rok trajanja Sto olakSava njihovo skladistenje. Osim Sto
imaju pozitivne ucinke na probavni sustav, sadrze i mnoge spojeve ¢ije djelovanje pridonosi
drugim aspektima ljudskog zdravlja (Singh i sur., 2018).

Najpoznatije, prouc¢avane i uporabljane autohtone kulture kao visestruki promotori metabiotika
su zrnca mlijecnog kefira, kombucha i zrnca vodenog kefira. Dobiveni fermentirani proizvodi
smatraju se probiotickim pi¢ima ili prehrambenim napicima zbog implikacije probiotickih
sojeva. Na temelju slozene metabolicke aktivnosti ovih mikroorganizama moze se dobiti Sirok

spektar spojeva koji imaju slozene funkcije (slika 3).
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Slika 3. Autohtone kulture kao viSestruki promotori metabiotika (prema Pihurov i sur., 2021)



2.2. AUTOHTONE KULTURE
Autohtone kulture su simbiotske zajednice bakterija i kvasaca inkapsulirane u matricu koja je
izgradena od razlicitih egzopolisaharida, proteina, lipida, ugljikohidrata, aminokiselina i
nukleinskih kiselina. Seéer u tim zajednicama djeluje kao imobilizator strukture i pruza zastitu
stanicama. Takve kulture su vrijedni promotori metabotika, izmedu ostalog zato §to Su u
takvom okruzenju mikroorganizmi aktivniji jer djeluju sinergijski. Osim toga su otporni na
razli¢ite nepozeljne unutarnje uvjete (kao $to su sadrzaj hranjivih tvari, pH, sadrzaj vlage,
temperaturu, razliciti plinovi, itd.) te bioloske uvjete (prisutnost drugih mikroorganizama i
interakcije medu njima). Organizmi u ovakvim kulturama imaju raznolike i sloZene
prehrambene zahtjeve zbog ¢ega mogu metabolizirati i neke neuobicajene supstrate. To ih ¢ini
zahvalnim biotehnoloskim radnim organizmima u procesima dobivanja bioaktivnih
komponenti u sklopu funkcionalne hrane, sto¢ne hrane, lijekova ili kozmetic¢kih proizvoda.
Najpoznatije autohtone kulture su zrnca mlije¢nog i zrnca vodenog kefira te kombucha
(Pihurov i sur., 2021). Definiranje mikrobiotskog sastava autohtonih kultura je vrlo zahtjevno
jer mnogi autohtoni sojevi rastu u kontroliranim uvjetima. Naime, sastav mikroorganizama je
pod izravnim utjecajem geografskog podru¢ja ili sredine iz kojih su kulture izolirane, tj. gdje

se one prirodno formiraju (Kalamaki i Angelidis, 2020).

2.2.1. ZRNCA VODENOG KEFIRA
Zrnca vodenog kefira sastoje se od polisaharidnog matriksa u kojem se nalazi konzorcij
mikroorganizama u kojem prevladavaju bakterije mlije¢ne i octene kiseline te odredeni kvasci.
Egzopolisaharidni matriks izgraden je od dekstrana koji nastaje kao rezultat mikrobne
fermentacije saharoze. Ova zrnca su dostupna Sirom svijeta no i dalje nije poznato njihovo
pravo podrijetlo. Postoji pretpostavka da potjecu iz lis¢a meksicke biljke kaktusa Opuntia. U
literaturi zrnca se nalaze pod mnogim imenima. U zapadnoj Europi poznata su kao ,,Zitarice
vodenog kefira®, ali uporabljuju se joS i nazivi kao S$to su ,,Tibi Zitarice®, ,africke pcele®,
,»slatka zrna kefira®“, ,ale orasi“ i dr. Koriste se za pripremu vodenog kefira, fermentiranog
proizvoda na bazi Se¢erne otopine s razli¢itim suhim i svjezim vo¢em. Tradicionalno pice se
priprema inokulacijom 8 % -tne otopine saharoze zrncima vodenog kefira uz dodatak smokve
1 kriska limuna. Fermentacija se provodi jedan do dva dana na sobnoj temperaturi nakon cega
kao produkt dobivamo mutno gazirano pi¢e boje slame koje je kiselkastog okusa s malim
udjelom alkohola i Se¢era. Najvaznije prisutne mikrobne vrste su bakterije roda Lactobacillus,

Leuconostoc, Acetobacter i Gluconobacter te kvasci Saccharomyces cerevisiae i Dekkera
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bruxellensis. Slika 4 predstavlja prosje¢ne udjele odredenih mikroorganizama u konzorciju. U
ve¢ provedenim znanstvenim studijama uspjeSno su identificirane bakterijske vrste
Lactobacillus casei, L. hordei, L. nagelii, L. hilgardii, Leuconostoc mesenteroides,
Leuconostoc citreum, Acetobacter fabarum i A. orientail. Identifikacija se provodi pomoc¢u
RAPD-PCR metode kojom su analizirane 16S rDNA. Kvasci koji su pronadeni u konzorciju
su Saccharomyces cerevisiae, Lachancea fermentati, H. valbyensis i Zygotorulaspora
florentia i identificirani su metodom FTIR. Takoder, 57 razli¢itih bakterija mlije¢ne kiseline iz
rodova L. casei, L. hordei, L. hilgardii i Lb. mesenteroides uspjelo je proizvesti

egzopolisaharide iz saharoze (Gulitz i sur., 2011).

Sanguibacter spp. 1.3% Dekkera spp. 1.3%

Pedicoccus spp. 3.6% Saccharomyces spp. 3.0%
Bifidobacterium spp. 18.1%

Oenococcus spp. 1.0% .
Sttt PI 2 Cellulomonas spp. 5.6%

Leuconosctoc spp. 4.6%

Cellulosimicrobium spp. 0.6%

Isoptericola spp. 0.4%

Lactobacillus spp. 59.9%

Slika 4. Udjel mikrobnih kultura u zrncima vodenog kefira (prema Pihurov 1 sur., 2021)

Stvaranje samog stabilnog konzorcija je na molekularnoj razini i dalje nepoznato te cjelovit
sastav mikroflore nije jo$ znanstveno potpuno definiran, ali znamo da je zajednica
mikroorganizama inkapsulirana u glukoznom polimeru dekstranu. To je linearni polimer
graden od jedinica glukoze povezanih a-1,6- i a-1,3-glikozidnom vezama koji formira prozirni,
zelatinozni matriks. Pronadeno je nekoliko sojeva bakterija mlijecne kiseline koji proizvode
izvanstani¢ni enzim glukoziltransferazu koji je kljuéan u reakciji sinteze polisaharida iz
saharoze. Identificiran je soj Lactobacillus hilgardii kao proizvodac¢ velike koli¢ine dekstrana
koji stvara granule. Za sad su zrnca vodenog kefira kao izvor egzopolisaharida vrlo slabo
istrazena, ali postaju vrlo interesantna kao alternativni i obnovljivi izvor prirodnog materijala.
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Slika 5 prikazuje zrnca vodenog kefira te mikroskopske slike njihove povrSine pri razli¢itim

povecéanjima, a Slika 6 prikazuje kemijsku strukturu dijela lanca dekstrana (Gulitz i sur., 2011).

Slika S. a) zrnca vodenog kefira; b) mikroskopska slika povrSine vodenog zrnca kefira uve¢ana
5000 x; c¢) mikroskopska slika povrSine zrnca vodenog kefira uve¢ana 2000 x (Pihurov i sur.

2021)

--t--0-CH,

--1-1--O-CH,

0

n
OH
OH --q-
OH
m
o-1,6

Slika 6. Strukturna formula dvije povezane glukozne jedinice u dekstranu

Vodeni kefir se moZe smatrati funkcionalnom hranom zbog svog probiotskog i antimikrobnog
djelovanja. Mikroorganizmi iz kulture tijekom fermentacije povecavaju bioraspolozivost
hranjivih sastojaka, proizvode biokonzervanse (prirodnu ili kontroliranu mikrobiotu ili
antimikrobne spojeve koji mogu posluziti za konzerviranje proizvoda i1 produljenje roka
trajanja), poboljSavaju senzorna svojstva (okus, aromu i teksturu) i proizvode bioaktivne tvari
koje promicu zdravlje osobe koja konzumira napitak. Nazalost, za sad nije proveden velik broj
istrazivanja na vodenom kefiru, ali i dalje su dokazani mnogi pozitivni ucinci napitka na
zdravlje. Najpoznatiji blagotvorni ucinak, i razlog mnogih ljudi za konzumiranje vodenog
kefira, jest pozitivno djelovanje na gastrointestalni trakt, tj. na mikrofloru koja su u njemu
nalazi. Medutim ovaj pripravak moZe djelovati na jo§ mnogo drugih aspekata zdravlja svojim

antioksidacijskim, protuupalnim i antimikrobnim djelovanjem. Kontinuirana konzumacija
10



vodenog kefira dokazano pozitivho utjece na regulaciju krvnog tlaka, glukoze u krvi i
kolesterola. Osim toga poboljSavaju funkciju jetre pomazuéi joj sa regeneracijom i
detoksifikacijom. Vodeni kefir dobra je nadopuna i tretmanu protiv raka te generalno
poboljsava imunitet osobe koja ga pije. Takoder se moze koristiti za vanjsku uporabu i tako
pomoc¢i pri zacjeljenju rana (Guzel-Seydim i sur., 2021). Romero-Luna i suradnici (2020) su
istrazivali svojstva bakterije Lactobacillus paracasei CT12 izolirane iz zrnca vodenog kefira.
To je bakterija mlijene kiseline koja pokazuje probiotska svojstva. Soj se pokazao relativno
otporan za ekstremne uvjete zeluca simuliranih in vitro. Stopa prezivljavanja kulture bakterija
bila je ¢ak 60 %. Tablica 1 prikazuje stopu prezivljenja bakterije Lactobacillus paracasei CT12
ovisno o vremenu i ,,mjestu djelovanja“ koji su simulirani. Moze se vidjeti da veliki udio
bakterija ne prezivi niski pH Zeluca dok je pad udjela zivih stanica mnogo manji kad su u
pitanju uvjeti koji vladaju u crijevima. Osim toga provedeno je in vitro testiranje adhezije
bakterija na unutarnju povrsinu crijeva i rezultat je pokazao 85 % uspjeSno vezanje. To znaci
da se nakon prolaska kroz Zeludac i crijeva mogu dobro vezati za povrSinu debelog crijeva te

ga kolonizirati.

Tablica 1. Ovisnost stope prezivljenja bakterije L. paracasei o vremenu provedenom u

odredenim simuliranim uvjetima (Romero-Luna i sur., 2020)

Simulacija Vrijeme [min] Postotak preZivljenja bakterije
L. paracasei CT12 [%]
Zeludac 30 97.19+3.98A
60 57.61+8.17B
Crijeva 30 42.1249.61B
90 43.48+9.60B
180 40.08+4.81B

L. paracasei CT12 je takoder testirana na potencijalne antimikrobne i antifungalne aktivnosti.
Rezultati su pokazali da ovaj soj sintetizira odredene antimikrobne metabolite te da je u stanju,
do neke mjere, inhibirati rast patogenih bakterija i1 plijesni kao Sto su Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Listeria innocua 1 Salmonella enterica. Nije u potpunosti poznat
mehanizam antimikrobnog i antifungalnog djelovanja, ali pretpostavlja se da su za to

odgovorne organske kiseline koje soj sintetizira. Osim toga L. paracasei CT12 moze
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sintetizirati 1 metabolite koji imaju antioksidacijsko djelovanje (Romero-Luna i sur., 2021).

2.2.1. ZRNCA MLIJECNOG KEFIRA
Mlije¢ni kefir se dobiva fermentacijom mlijeka uz pomo¢ zrnca mlije¢nog kefira. To je
fermentirani mlijecni napitak blago kiselkastog okusa koji se tradicionalno koristi kao izvor
probiotika i opcenito promice zdravlje. PotjeCe iz regije Kavkaz te samo ime potjece od turske
rijeci keyif koja znaci ,,dobar osjecaj*. Kulture bakterija mlijecne i octene kiseline, te kvasci
inkapsulirani su u matriks graden od polisaharida i proteina. Takav konzorcij je izuzetno
stabilan 1 odrzava svoju aktivnost godinama ako se ¢uva u primjerenim uvjetima.
Mikrobioloski sastav ovakvih zrnaca uvelike ovisi o geografskom podrucju iz kojeg potjecu,
uvjetima kultivacije i supstratu fermentacije. NajceS¢i bakterijski sojevi su Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc 1 Streptococcus 1 Acetobacter, a najcesée detektirana konkretna
bakterija je Lactobacillus kefiri (Gao 1 Li, 2016). Slika 7 prikazuje prosjecni mikrobioloski

sastav ovakvih zrnaca.

Dekkera spp. Candida spp. 8.1%
Zygosaccharomyces sp. 1.6% P -
Geotrichum spp. 1.6%

Saccharomyces spp. 3.2%

y| VA
|
. , ‘ I
Kazachastania spp. 6.5% -’/“ [
Prrs 18 //// |
oterers
Streptococcus spp. 1.6% e ‘/ ‘
’ Lactobacillus spp. 46.8%
Pedicoccus sp. 1.6% e 3
Tetragenococcus spp. 1.6% T i
Denococcus spp. 1.6% o
enecoccus spp. 1.0% W“
R
PR .

Gluconobacter spp. 1.6%

Acetobacter spp. 6.5%

Leuconostoc spp. 8.1%
Lactococcus spp. 8.1%
Slika 7. Prisutni mikroorganizmi u mikrobioti zrnca mlije¢nog kefira (prema Pihurov i sur.,

2021)

Osim bakterija i kvasca, u ovom konzorciju su jo§ detektirani i bakteriofagi. Fagi i bakterije
dijele Zivotni prostor 1 zive u ravnotezi. Mali broj faga koji se nalazi u zajednici poboljSava
ocuvanje fermentiranog proizvoda. Za zrnca mlijecnog kefira 1 proizvode dobivene koriste¢i

ih za fermentaciju tipi¢ni su bakteriofagi Siphoviridae tipa B1 koji ¢ine 60 % poznatih
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Lactobacillus faga (Gao 1 Li, 2016).

Zrnca mlije¢nog kefira su bijele do Zu¢kaste boje i izgledom podsjeéaju na cvjetacu (slika 8a).
Elasti¢na su, nepravilna, zelatinozna, boje slonovace ili bijele boje, promjera od 1 do 5 cm.
Sadrze 45 % mukopolisaharida, 34 % ukupnih proteina (od ¢ega je 27 % netopivih, a 1-6 %
topivih 1 uz to 5-6 % slobodnih aminokiselina), 12% pepela, 44 % masti, vitamine B 1 K,
triptofan, kalcij, fosfor i magnezij. Kefirna zrnca sastoje se polisaharidne matrice (slika 8b),
nazvane kefiran koja povezuje bakterije i kvasce (Slika 8c) (Gao i Li, 2016). Na slici 8b,c,
mogu se uociti pricvrs¢ene bakterije (Stapicaste/koki) 1 kvasci (kuglaste/ovalne stanice) u

matrici.

(b)

Slika 8. a) zrnca mlijecnog kefira; b) mikroskopska slika povrSine zrnca mlijecnog kefira
uvecana 4000 x; c) mikroskopska slika povrSine zrnca vodenog kefira uve¢ana 10000 x

(Pihurov i sur. 2021)

Kefiran je razgranati polisaharid kojeg proizvode nekoliko vrsta bakterija mlijecne kiseline,
kao Sto su Lactobacillus kefiranofaciens, Lactococcus plantarum, Lactobacillus kefirgranum,
Lentilactobacillus parakefiri i Lactobacillus bulgaricus. Sadrzi priblizno jednake koli¢ine D-
glukoze i D-galaktoze (slika 9). Obzirom na sve vecu zabrinutost oko zagadenja okolisa, postaje
utjecu na njegova fizikalna i kemijska svojstva. Opcenito, ovaj polisaharid je jestiv, topiv u
vodi, ima ucinak emulgatora te stabiliziraju¢i ucinak, otporan je na hidrolizu 1 ima dobra
mehanicka svojstva, pozitivno utjece na bakterije roda Bifidobacterium, a suprimira rast nekih
nepozeljnih mikroorganizama, tj. ima antimikrobno djelovanje. MozZe se koristiti za

inkapsuliranje lijekova ili za proizvodnju filmova za pakiranje hrane igrajuci ulogu sredstva za
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stvaranje filma. Osim toga moze se koristiti 1 kao aditiv za hranu zato $to ima sli¢na svojstva
pozeljna za zdravlje kao i sam kefir (npr. antimikrobno, antioksidacijsko, protuupalno,
antikancerogeno djelovanje i sl.) te se moze upotrijebiti kao sredstvo za zeliranje i teksturu.
Nazalost, zbog toga $to nije vodonepropustan postoje ogranicenja kod koristenja kefirana kao
prirodne barijere. Medutim, obzirom na napredak nanotehnologije 1 otkrivanje novih
nanomaterijala, kefiran je moguée modificirati kako bi ga ucinili nepropusnim za vodu (npr.

modifikacija hidrofobnim spojevima kao §to su masne kiseline) (Moradi i Kalampour, 2019).
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Slika 9. Strukturna formula polisaharida kefirana

Mlijjecni kefir se primarno smatra izvorom probiotika (mnoge izolirane vrste su se ispostavile
otporne na izuzetno niski pH koji vlada u Zelucu i1 sposobne vezati se za povrSinu crijeva te
tamo kolonizirati), ali njegovi pozitivni utjecaji na zdravlje ne staju na tome. Konzumacija
kefira dokazano olakSava probavu laktoze osobama s intolerancijom. Otkriveni su 1 mehanizmi
kojima neki sojevi iz konzorcija zrnca mlije¢nog kefira mogu pozitivno utjecati na razinu
kolesterola 1 glukoze u krvi. Osim toga neki mikroorganizmi proizvode mlije¢nu kiselinu,
antibiotike te bakteriocine ¢ime inhibiraju rast patogenih bakterija kao Sto su Escherichia coli,
Bacilluc subtilis, Helicobacter, Shingella, Staphylococcus, Salmonella, Proteus vulgaris,
Enterobacter aerogenes, Micrococcus luteus, Streptococcus pyrogenes 1 druge. Dokazano je i
da kombinacija nekih od mikroorganizama izoliranih iz kefira moZe sprijeciti proljev izazvan

bakterijom Clostridium difficile. Pored antibakterijskih sposobnosti konzorcij pokazuje i
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antifungalnu aktivnost (uspjesno inhibira spore plijesni Aspergillus flavus). Takoder, mnoge
vrste laktobacila u zrncima imaju tzv. S-sloj proteina kojima mogu izmedu ostalog inhibirati
rast bakterije Salmonella enterica i C. difficle. Mikroorganizmi koji ¢ine zrnca mlijecnog
kefira takoder mogu sintetizirati 1 druge vazne bioaktivne metabolite koji mogu djelovati
antitumorski, protuupalno, antimikrobno, imunoregulatorno, antialergentski, antimutageno,

antitoksikogeno i dr. (Prado i sur., 2015).
2.2.2. KOMBUCHA

Kombucha je jo$ jedan primjer funkcionalne hrane, tj. funkcionalni c¢aj koji se dobiva
fermentacijom uz pomo¢ SCOBY kulture (eng. Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast). Ovo
pi¢e je podrijetlom iz Kine, ali se danas konzumira u cijelome svijetu, posebno u Rusiji,
Njemackoj, bliskom Istoku i naravno, u Kini. Smatra se dobrom zamjenom za slatka i
energetska pica zato Sto uz prihvatljiva senzorska svojstva sadrzi vitamine, proteine, vlakna i
druge dobre bioaktivne metabolite 1 nutrijente (kao npr. flavonoidi, katehini, tanini i esencijalna
ulja). Za proizvodnju se najceSce koristi zasladeni zeleni ili crni €aj, a fermentacija traje 7-14
dana. Kompleksna zajednica bakterija i kvasaca (SCOBY), koji fermentiraju Secer u Caju
istovremeno proizvodi biofilm, odnosno bakterijsku nanocelulozu (BNC) na povrsini tekuéine.
BNC zajednici sluzi kao zaStita od kontaminacija, pomo¢ pri pri¢vrs¢ivanju stanica, zastita od
nepovoljnih uvjeta i mjesto za pospremanje resursa, takoder povecavajuc¢i dostupnost kisika za
mikroorganizme koji se nalaze u njemu, a sluzi kao starter kultura za novu fermentaciju (slika
10).

Najzastupljenije mikrobne vrste u SCOBY biofilmu su bakterije octene kiseline 1 kvasci.
Kombucha napitak nastaje kao rezultat medusobne interakcije mikroorganizama iz stabilnog
konzorcija. Cesto su sojevi bakterija octene kiseline (eng. Acetic Acid Bacteria; AAB) i kvasaca
koji fermentiraju zaSeCereni €aj odgovorni za proizvedene funkcionalne metabolite, ali
ponekad su 1 sojevi bakterija mlije¢ne kiseline (eng. Lactic Acid Bacteria; LAB) ukljuceni u
proces fermentacije, Sto rezultira nastajanjem octene, glukonske i1 glukuronske kiseline.
Supstrat za fermentaciju, poput infuzije zasladenog crnog ili zelenog €aja, moze osigurati
potrebne hranjive tvari za pravilan razvoj specificnih mikroorganizama. Kvasceva invertaza
pretvara saharozu u glukozu i fruktozu koje se dalje koriste za alkoholnu fermentaciju i
zavrSavaju proizvodnjom etanola. Putem oksidativnog metabolizma, AAB pretvaraju glukozu
u glukonsku kiselinu 1 etanol u octenu kiselinu, ¢ime se dokazuju simbiotski odnosi koji

pridonose poboljSanju osjetilnih 1 antimikrobnih svojstava kombuche (Tran 1 sur., 2020).
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(a) (b)

Slika 10. a) kombucha BNC; b) SEM slika biofilma kombuche uvecana 1000x ; ¢) SEM slika

biofilma kombuche uveéana 2000x (Pihurov i sur. 2021)

U razli¢itim fazama fermentacije, sastav mikrobioma kombuche moze varirati (Senguin 1
Kirmizigul, 2020), te prisutne bakterije mogu pripadati porodicama Rhodospirillales,
Firmicutes, Proteobacteria, Actinobacteria 1 Acetobacteraceae, a dominantni kvasci su iz
porodica Saccharomycetaceae 1 Schizosaccharomycetaceae. Metagenomicko ispitivanje
kombuche pokazalo je da biofilm sadrzi viSe bakterijskih vrsta (Acetobacter xylinum, A.
indonesiensis, A. papaya, Komagataeibacter saccharivorans, Gluconobacter spp.,
Microbacterium spp., Bacillus licheniformis), dok fermentirana teku¢ina sadrzi viSe vrsta
kvasca kao npr. Saccharomyces cerevisiae, S. ludwigi, Zygosaccharomyces sp., Brettanomyces
(Dekkera) bruxellensis, Hanseniaspora valbyensis, H. opuntiae, Pichia fermentans 1
Galactomyces geotrichum (Villarreal-Soto 1 sur., 2020; Toran-Pereg i sur., 2021).

Medu bakterijama octene kiseline se po brojnosti najvise isticu Komagataeibacter,
Gluconacetobacter 1  Gluconobacter. Najzastupljeniji kvasci su Brettanomyces 1
Schizosaccharomyces. Pronadeni su 1 neki osmotolerantni mikroorganizmi kao S§to su
Zygosaccharomyces spp., lorulaspora delbrueckii 1 Schizosaccharomyces pombe te organizmi
tolerantni na kiselinu Dekkera sp. i Candida stellata. Kako fermentacija napreduje tako
osmotolerantni mikroorganizmi polako odumiru, a organizmi koji toleriraju kiselinu se
umnozavaju (Laavanya i sur., 2021).

Zbog interakcije izmedu mnogih LAB, AAB i kvasaca (tolerantnih na kiselinu i osmofilnih) u
mikrobnom konzorciju, kombucha se moze smatrati probiotickim napitkom i1 ucinkovitim

izvorom probioti¢kih mikroorganizama i kandidata za taj status (slika 11). Pediococcus
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pentosaceus 1 P. acidilactici potjeCu iz kombuche, pridonose ugodnom okusu kombuche,
proizvode bakteriocine i pokazuju otpornost na visoke koncentracije zu¢nih soli (0,5% w/v),
antioksidans potencijal (56—-58%), te visoku inhibitornu aktivnost bakterija koje se prenose
hranom (Salmonella enterica Typhimurium, Listeria monocytogenes, L. ivanovii, Bacillus

cereus, Proteus hauseri) 1 gljivica (Penicillium expansum 1 P. digitatum) (Diguta i sur., 2020).

Sporopachydermia spp. 1.6%| Barnettogyma spp. 1.6%
. 32° Torulopsis 3
Suarmera sp. 3.24 1 é’;, ® WAcetobacter spp. 6.5%
o \ Zygozaccharomyces spp. 1.6%
ichia spp. —
Schizozaccharomyces spp. 1.6% 3.2% \Enterobacetr spp. 4.8%4

Saccharomyccopsis spp. 1.6%) Gluconacstobacter spp. 3.2%

Sacharomyces spp. 6.5%) Gluconobacter spp. 3.2%)|

Komagateibacter spp. 4.8%
Aycotorula sp. 1.6%;

- Lactobacilluz spp. 1.6%|

Mycoderma sp. —
L4 —
L.0% Oenococcus spp. 1.6%|

Meyerozyma spp. 3 2%) -
[Hamigera sp. 1.6% Wrxula sp. 1.6%

\Brettanomyces spp. 4.8%|

[Lachancea spp. 4.3%

Candida spp. 9.7%
Khoveromyces spp. 1.6%
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Kazachstania spp. 4.8%4 \Eremotheciwm spp. 3.2%

\Herbaspirillum sp. 1.6%) {Dekkera spp. 3.2%
\Halomonas sp. 6.5%

Slika 11. Raznolikost mikroorganizama u kombuchi (prema Soares 1 sur., 2021)

Kombucha napitak takoder ima dokazana antimikrobna i antifungalna svojstva prema Sirokom
rasponu mikroorganizama kao §to su Pseudomonas aeruginosa, Agrobacterium tumefaciens,
Helicobacter pylori, Enterobacter cloacae, Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Candida
albicans, Shingella sonnei, Staphylococcus aureus 1 mnoge druge. Pretpostavlja se da je za
antimikrobni utjecaj odgovorna octena kiselina u SCOBY-u te niski pH. Osim toga, tijekom
fermentacije nastaju proteini, katehini 1 sli€ne supstance koje mogu inhibirati rast patogenih
mikroba. Kombucha sadrzi i neke antibiotske spojeve koji pridonose antimikrobnom utjecaju.
Uzevsi sve to u obzir kombucha se moze koristiti za suzbijanje patogena koji su povezani sa
ljudskim bolestima, tj. kao ,,pojaanje* uobi€ajenim tretmanima za postizanje boljih rezultata.
Pei 1 suradnici (2020) su objavili studiju ¢iji je glavni predmet istraZivanja bio bakteriocin
SLGI10 izoliran iz tradicionalne kombuche kojeg proizvodi bakterija mlijecne kiseline

Lactobacillus plantarum. Bakteriocini su antimikrobni bakterijski peptidi niske molekulske
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mase koji imaju veliki potencijal kao prirodni prezervativi hrane. Otkriven je veliki broj
bakteriocina no za veéinu mehanizam djelovanja nije poznat. lako SLG10 nije jedini
bakteriocin koji se moze izolirati iz SCOBY kulture, bio je zanimljiv za istrazivanje jer moze
inhibirati rast i Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (veéina bakteriocina inhibira
samo Gram-pozitivne bakterije). Njegova antimikrobna aktivnost testirana je na kulturama
Escherichia coli i Staphylococcus aureus. Rezultati su pokazali uspjes$nu inhibiciju tih sojeva
1 jos mnogih drugih, kao Sto su Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium,
Micrococcus luteus, Brochothrix thermosphacta, Clostridium butyricum 1 Listeria innocua.
Spoj je zadrzao svoju antimikrobnu aktivnost pri 37 °C 14 dana, a pri 4 °C aktivnost zadrzava
¢ak do dva mjeseca. Takoder je stabilan u relativno Sirokom rasponu pH od 2 do 7 te aktivnost
pocinje gubiti oko pH 8. Ta svojstva ga ¢ine pogodnim za koriStenje u biokonzerviranju
obzirom na to da moze ostati stabilan pri procesiranju hrane. Jo§ je zanimljivo da nije osjetljiv
na proteoliticke enzime pepsin 1 tripsin za razliku od mnogih drugih bakteriocina. Razlog tome,
pretpostavlja se, jest kratkoca samog peptidnog lanca i rijetka ucestalost odredenih

aminokiselina koje sluze kao indikator mjesta za cijepanje tim enzimima (Pei i sur., 2020).

2.3. POTENCIJAL AUTOHTONIH KULTURA ZA PROIZVODNJU KORISNIH
METABOLITA OVISNO O FERMENTACIJSKIM SUBSTRATIMA

Sve zajednice mikroorganizama, pa tako i autohtone kulture, imaju specificne prehrambene
zahtjeve koji najviSe ovise o njthovom porijeklu 1 hranjivim tvarima koji su im opcenito
dostupni. Postoje mnogi supstrati s kojima u prirodi ove kulture ne stupaju u kontakt, ali
njihovom fermentacijom mogu nastati vrlo cijenjeni i visoko vrijedni proizvodi. Danas se sve
viSe ispituju razliciti nekonvencionalni supstrati kako bi dobili fermentirane proizvode sa
znacajnim funkcionalnim obiljeZjima (Francisco 1 sur., 2021).

Raznolikost izvora hranjivih tvari osigurava sloZeni sastav prebiotika i1 postbiotika. Tako na
primjer, probiotske bakterije u kulturi zrnca mlije¢nog kefira trebaju hranjive tvari kao izvore
ugljika 1 duSika kako bi mogle rasti, razmnoZavati se 1 sintetizirati sekundarne metabolite kao
Sto su organske kiseline ili esteri, koje osiguravaju proizvod specifiénog okusa i mirisa, te
aminokiseline, kratkolancane masne kiseline, bakteriocine i druge bioaktivne spojeve koji
poboljsavaju prehrambenu kakvoc¢u i mikrobiolosku stabilnost i sigurnost finalnog proizvoda.
Permeat sirutke kao supstrat za uzgoj zrnaca kefira rezultira fermentiranim proizvodom
povecane antifungalne aktivnosti 1 ubrzane kinetike rasta mikroorganizama. Supernatant bez

stanica i1z tako fermentirane tekucine, uporabljen kao hrana za perad i za proizvodnju kruha,
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povecava otpornost potrosaca na gljivicne infekcije (Gamba 1 sur., 2016).

Provedena je studija koja je ispitivala sastav fermentiranih kefira od ov¢jeg i kravljeg mlijeka.
U njima su identificirani bioaktivni peptidi i to ponajvise u ov¢jem mlijeku koje je prikladno
za proizvodnju bioaktivnih peptida s antioksidativnim i antibakterijskim svojstvima (Azizi i
sur., 2021).

Palmin sok dobiven iz Borassus aethiopum jo$ je jedan dobar primjer nekonvencionalnog
supstrata za fermentaciju zrncima vodenog ili mlije¢nog kefira kako bi se dobio proizvod sa
dobrim funkcionalnim svojstvima. Naime, dobiveni napitak mogu konzumirati ljudi koji ne
toleriraju laktozu ili ne konzumiraju proizvode animalnog podrijetla (Zongo i sur., 2020).
Zrnca kefira mogu biti i dobar dodatak pri pravljenju kruha od kiselog tijesta kao starter kultura
ili prirodni konzervans. Ona usporavaju proces u kojem kruh postaje ustajao i poboljsava
njegovu otpornost na kvarenje. Takoder, koriStenje liofiliziranih zrnaca poboljSava senzorska
svojstva kruha dajuc¢i mu blagi miris na mlijeko (Filip€ev i sur., 2007).

Rekonstituirano obrano mlijeko je najbolji medij za proizvodnju antioksidativnih metabolita
fermentacijom uz pomo¢ zrnaca mlijeCnog kefira. Sinteza antioksidansa u obranom mlijeku
povezana je s proizvodnjom peptida kao rezultat proteoliticke aktivnosti prisutnih
mikroorganizama, a prvenstveno utjece na kazein. Dobiveni bioaktivni peptidi imaju razlicite
aktivnosti kao $to su imunomodulatorna, antioksidativna i antimikrobna (Yusuf i sur., 2021).
Sto se ti¢e kombuche, provedena je fermentacija 10% (vol/vol) ekstrakta ploda guave (Psidium
guajava). Dobiveni supernatant pokazivao je antifungalno i antibakterijsko djelovanje prema
Pseudomonas spp., Klebsiella spp. 1 Staphylococcus spp. Pretpostavlja se da je antifungalno i
antibakterijsko djelovanje posljedica prisutnosti polifenola 1 flavonoida (Khaleil 1 sur., 2020).
Postoji jo§ mnogo nacina kako se mogu iskoristiti ove kulture za dobivanje funkcionalnih
proizvoda, ali kemijski sastav tih napitaka najviSe ovisi o samoj autohtonoj kulturi. Tako
mlije¢ni kefiri uglavnom sadrZze osim probitotskih mikroorganizama faktore rasta, lipide,
laktozu 1 druge ugljikohidrate, proteine, organske kiseline, bioaktivne peptide, masne kiseline,
prebiotike 1 egzopolisaharide. Vodeni kefiri imaju vrlo sli¢an sastav, ali ne identi¢an. U ovom
napitku prevladavaju saharoza i1 drugi ugljikohidrati, slobodne aminokiseline, organske
kiseline, prebiotici i egzopolisaharidi. Kombucha ima ipak nesto drugaciji sastav. Ona sadrzi
flavonoide 1 druge polifenole, mali udjel neprevrele saharoze ili drugih ugljikohidrata,
slobodne aminokiseline, prebiotike, organske kiseline, vitamine iz B grupe i1 C, derivate

epikatehina 1 egzopolisaharide (Singh 1 sur., 2018).
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2.4. FUNKCIONALNI METABOLITI AUTOHTONIH STARTER KULTURA

Simbiotska zajednica kombuche ukljucuje LAB i bifidobakterije, njihov sinergizam proizvodi
mnoge postbiotike poput organskih kiselina, polifenolnih spojeva i vitamina topljivih u vodi.
Posebice udjel vitamina B kompleksa pridonosi uravnotezenju pH krvi i koncentracije mlijecne
kiseline. Dokazano je da je dopuna probioticke prehrane na bazi pSenice s 20% kombucha
fermentiranog napitka poboljSala performanse i rast brojlera. Nadalje, probioticka dijeta
pomaze u povecanju omjera visine/kripte i dubine resica crijevne sluznice (Afsharmanesh i
Sadaghi, 2014). Klju¢ni metaboliti, ukljucujuci octenu, mlijecnu, jabuc¢nu i jantarnu kiselinu,
nastaju u fazi fermentacije kombuche zbog interakcije kvasaca i bakterija. Pod optimalnim
uvjetima fermentacije, glukonska kiselina jedna je od metabolita prisutnih u kombuchi zasluzna
za promicanje zdravstvenog statusa (Tran i sur., 2020).

Mlijecni 1 vodeni kefir, kao 1 kombucha, karakteriziraju razliciti funkcionalni spojevi koji su
sazeti na slici 12. Stoga ti metaboliti mogu imati pozitivne zdravstvene ucinke za potroSace, te
se intenzivno proucavaju mehanizmi odgovorni za ove korisne ucinke. Divlji konzorciji
mlijecnih 1 vodenih kefirnih zrnaca, odnosno kombuche, moze se koristiti kao predjelo
kokultivacijom na optimiziranim fermentacijskim supstratima kako bi se maksimizirala

funkcionalna svojstva kona¢nog proizvoda.

Funkcionalni sastojci

LA.B’ kvasci .i ﬂl"llllgi e o o prebiotici, slobodan
- : mikroorganizmi iz organske kiseline | organske kiseline amino dusik (FAN)
z.E \ n?llkf"ullmug kfﬂlllfﬂ"t‘l.lnl bioaktivni peptidi | ugljikohidrati sa saharoza i drugi '
] . mlijefnih kefirnih zrnaca masne kiseline jenim glikemijskim R — /
= ne e ] ugljikohidrati 4
g e hlapljivi spojevi | odgovorom e B .
£ s Sememmen . prebiotici | prebiotici g sl e
= egzopolisaharidi | egzopolisaharidi = LAB. tovasci i drugi
= i faktori rasta, lipidi, n;ik;u;:.“;:;ilzmr:lig;
:.‘ proteini, laktoza i drugi mikrobnog konzorcija
vodenih kefirnih zrnaca
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Kombucha

Slika 12. Funkcionalni metaboliti unutar mlijecnog i vodenog kefira, odnosno kombucha
napitaka (prema Pihurov i sur., 2021)
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Mlijecna kefirna zrnca sadrze znacajne kolicine proteina, galaktooligosaharida i izvanstani¢nih
enzima. Laktoza i proteini se biotransformiraju tijekom fermentacije i proizvode uglji¢ni
dioksid, mlije¢nu kiselinu, acetaldehid, acetoin, manje koli¢ine etanola 1 50 razlicitih
aromatskih spojeva (Farag i sur., 2020). Za usporedbu, zrnca vodenog kefira fermentiraju
saharozu, glukozu, fruktozu i/ili manitol i proizvode mlije¢nu kiselinu, octenu kiselinu, etanol,
ugljic¢ni dioksid, hlapljive spojeve - metil estere i drugih 30 razlicitih sastojaka (Guzel-Seydim
1 sur., 2021). Osim kefirnih zrnaca, proces fermentacije kombuche SCOBY kulturom rezultira
mnogim bioaktivnim spojevima kao $to su polifenoli, flavonoidi, saharoza, glukoza i fruktoza,
vitamini B1, B2, Bs, B12, C, aminokiseline, purini, pigmenti, lipidi, proteini, neki hidroliticki
enzimi, octena, glukonska, glukuronska, limunska, jantarna, jabu¢na, vinska, malonska,

oksalna i L-mlijecna, pirogrozdana i usninska kiselina (Antolak 1 sur., 2021).

2.5. DOBIVANJE METABIOTIKA I NJIHOVA PRIMJENA

.....

proizvoda, te ih je lakSe dozirati ili kontrolirati njihovu sigurnost u usporedbi s drugim
tradicionalnim probioticima (Vallejo-Cordoba i sur., 2020). Snagu metabiotika predstavlja
njihova visoka bioraspolozivost jer od metabiotickih tvari koje dospiju u debelo crijevo, njih
95-97% ostaje nepromijenjeno (ne ometaju ljudski mikrobiom). Aktivni su i pocinju djelovati
odmah nakon primjene 1 uglavnom su odgovorni za pozitivne ucinke na probavni trakt.
Nadalje, metabiotici obuhvacaju Sirok spektar funkcionalnih spojeva s razli¢itim blagotvornim
ucincima za potroSace (Molaee Parvarei i sur., 2021).

Sirok raspon ¢imbenika, poput sastava konzorcija, tipova dominantnih bakterija i sojeva
kvasca, vremena fermentacije, sastava fermentacijskog supstrata, znacCajno utjece na
proizvodnju postbiotika, probiotika, prebiotika i paraprobiotika . U¢inkovitost stani¢nih lizata,
egzopolisaharida, teihoi¢ne i lipoteihoi¢ne kiseline, lipopolisaharida, peptidoglikana izvoriste
ima u podrijetltu LAB sojeva (Lactobacillus spp., Bifidobacterium spp.) 1 kvasaca
(Saccharomyces spp.). Na ucinkovitost utjeCu doza i vrijeme primjene kako bi se postigli
zadovoljavajuéi ucinci u pogledu poboljSanja nekih bolesti (Vallejo-Cordoba 1 sur., 2020).
Tehnike za dobivanje metabiotika vrlo su razlicite, ovisno o spoju koji se Zeli dobiti i njegovom
budué¢em odredistu. Na primjer, metabioticke potklase poput paraprobiotika, postbiotika ili
prebiotika trebaju napredne tehnike za razaranje, inaktivaciju stanica ili ekstrakciju bioaktivnih

spojeva, te zahtjevne analize kojima se dokazuju ucinci spojeva na promicanje zdravlja.
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Najcesce tehnike koje se koriste za razbijanje stanica su: mehanicko razbijanje, Cesto
smrzavanje i odmrzavanje, enzimska liza stani¢nih stijenki, membrana ili unutarstani¢nih
struktura mikroorganizama, mikrovalno, ioniziraju¢e i ultraljubiCasto zracenje, ekstrakcija
superkriticnom vodom, visoki hidrostatski tlak, ultrazvucni tretman, oSte¢enje stanica
kiselinama ili luzinama, centrifugiranje, dijaliza, ionska izmjena; tehnike ultrafiltracije koje se
primjenjuju za suspenzije cijelth ili djelomi¢no razorenih stanica, inaktivacija
mikroorganizama iz suspenzije i ekstrakcija stani¢nih komponenti i metabolita pomoc¢u CO>
(Shenderov i sur., 2020). S obzirom na prirodu tretmana koji se primjenjuje za razaranje
stanica, mogu se identificirati dvije glavne skupine: (i) postupci razaranja koji zahtijevaju
mehanicku silu - visokotlatna homogenizacija, hidrodinamicka kavitacija, mehanicko
mijesanje (zrnca, mlin, tarionik i tucak, tucanje kuglica) i (ii) fizikalno-kemijske tehnike
(ekstremne temperature i pH vrijednosti, osmotski Sok, isuSivanje, dekompresija plina,
ultrazvuk, hidrodinamicka kavitacija, deterdZenti, otapala, antibiotici, keliraju¢a sredstva,
kaotropi, egzogeni enzimi za lizu stani¢ne stijenke, autoliza i inducirana liza, inhibitori stani¢ne
stijenke). Nakon razaranja stani¢nih membrana oslobadaju se topljivi medustanic¢ni proteini,
plazmidna DNA i polimerni spojevi (Shenderov i sur., 2020).

U autohtonim kulturama postoje tri osnovne strukture: kefiran je specifican za zrnca mlijecnog
kefira, dekstran za zrnca vodenog kefira, a BNC za kombuchu ¢ija razgradnja/denaturacija daje
korisne spojeve.

Prvo, iz kefirnih zrnaca se moze ekstrahirati heteropolisaharid, nazvan kefiran s molekularnom
masom u rasponu od 2,4 106 Da do 1,5 107 Da. Kefiran, koji ima GRAS (eng. Generally
Recognized as Safe) status, spoj je s antibakterijskim, antifungalnim 1 antitumorski svojstvima.
Kefiran 1 njegovi derivati mogu se koristiti za proizvodnju materijala za pakiranje hrane i
materijala za kapsuliranje, kao nosaci lijeka i1 prebiotici, emulgatori ili sredstva za Zeliranje u
funkcionalnoj hrani (Tan 1 sur., 2020).

Drugo, iz zrnaca vodenog kefira mozZe se ekstrahirati vrlo veliki polisaharid dekstran, s
molekularnom masom od 4 105 Da do 10 106 Da (Santos i sur., 2005)). Obi¢no se njegova
razgradnja provodi ionizirajué¢im zra¢enjem vodenih otopina dekstrana. To¢nije, T-zracenje u
rasponu izmedu 0-0,32 MGy je primijenjeno na vodenu otopinu H>SO4 za razgradnju
makromolekula dekstrana u produkte hidrolize do frakcija nize molekulske mase (Kovalev 1
sur., 2000). Dekstran niske molekularne mase (LMWD) prikladan je za farmaceutske primjene
1 Cesto je koristi kao nosa¢ lijekova. LMWD se moZe dobiti nakon produljene enzimske

hidrolize makromolekula dekstrana koriStenjem citrat-fosfatnog pufera (0,1 M, pH 4.,5) i
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dekstranaze (250 U) na 50 C tijekom 72 h, nakon Cega slijedi membranska filtracija (Igbal 1
sur., 2017).

Kona¢no, izvanstani¢ni polisaharidi koje proizvodi Gluconobacter spp. 1 Acetobacter spp.
formiraju nanocelulozne fibrile biofilma kombuche. Nanoceluloza koja nastaje fermentacijom
kombuche moze se koristiti u industriji nanokompozita (Oliver-Ortega 1 sur., 2021). BNC
kombuche bogata je glikozaminoglikanima, glikoproteinima i glikolipidima te se koristi kao
polimer za stvaranje nosaca za tkivni inzenjering, transplantaciju stanica i mogu¢i lijek za

dijabetes (Mathew i sur., 2021).
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju ovog rada moze se zakljuciti sljedece:

1. Istrazivanje autohtonih kultura omogucuju znanstvenicima uporabu simbiotskih
spontanih kultura mikrobnih konzorcija za proizvodnju inovativnih, zdravih i
funkcionalnih prehrambenih proizvoda i sastojaka bogatih metabioticima.

2. Autohtone kulture su bogati izvor metabiotika, te se fermentirani proizvodi (vodeni i
mlijecni kefir, te kombucha) dobiveni pomocu autohtonih kultura mogu uporabiti kao
oblik alternativnog lijeCenja ili dopuna klasi¢noj terapiji.

3. U spontanim autohtonim kulturama mikroorganizmi imaju sloZzene prehrambene
zahtjeve i proizvode brojne metabolite koji mogu biti prebiotici, postbiotici i
metabiotici.

4. Istrazivanja autohtonih mikrobnih populacija mlije¢nih kefirnih zrnca primjenom
suvremenih mikrobioloskih i molekularnih metoda ukazala su na slozenosti mikrobnog
sustava s viSe od 50 identificiranih mikrobnih vrsta.

5. Vodeni kefir predstavlja alternativni izvor probiotika za osobe s intolerancijom na
laktozu, osobe s alergijskim reakcijama na mlijeéne proizvode ili one koje ne
konzumiraju mlijeko i mlije¢ne proizvode.

6. Kombucha je izvor probiotickih bakterija i kvasaca, kao i prebiotika (BNC) koji poti¢u
rast korisnih mikroorganizama u probavnom traktu, stoga se moze smatrati

sinbiotickim pripravkom.
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Izjava o izvornosti

Ja Karmen Lozica izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat
mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u

njemu navedeni.

Kamen lotea
Vlastoruéni potpis




