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1. UVOD



Celuloza je najzastupljeniji biopolimer na zemlji s godiSnjom proizvodnjom od 1,5 - 10! tona
(Czaja i sur., 2004; Klemm i sur., 2005) i uglavnom se dobiva obradom biljne biomase (Sird i
Plackett, 2010).
Kombucha je napitak dobiven biotransformacijom saharozom zasladenetekucine sa simbiotickim,
odnosno zdruzenim kulturama bakterija octene kiseline i raznih vrsta osmofilnih kvasaca koji,
tijekom 10-14 dana fermentacije, sintetiziraju ,Cajnu gljivu®, odnosno celulozni sloj na povrsini
tekuc¢ine (Chen i Liu, 2000). Ishodiste mu je u Kini, no kombuchase na tradicionalni nacin
proizvodi u mnogim kudanstvima, ukljuCuju¢i i Europu, sjevernu Ameriku i sjevernu
Afriku. Kombucha u Hrvatskoj joS uvijek nije prepoznati napitak kojem se pristupa s ,blagim ili
potpunim nepovjerenjem®. Ovaj napitak se konzumira u mnogim drZzavama stolje¢ima, no
interes za njim raste zbog mnogih znanstvenih studija koje ukazuju na to kako utjeCe na
poboljSanje zdravlja i sprjeCavanje kronicnih bolesti.
Tijekom fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi izvor ugljika do
razliCitih organskih kiselina, uglavnom octene i glukonske. Usporedno s proizvodnjom organskih
kiselina i etanola, na povrsini tekuée faze se stvara tanka celulozna opna, odnosno bakterijska
celuloza koja s trajanjem fermentacije sve viSe dobiva na volumenu. Bakterijska celuloza ima
Sirok raspon primjena u biomedicini i prehrani zbog svoje visoke Cistoée i jedinstvenih fizikalno-
kemijskih svojstava (Dufresne i Farnworth, 2000).
Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske promjene koje se zbivaju tijekom biotransformacije
simbioticki zdruZene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca (kombucha) tijekom 10 dana
uzgoja u kompleksnoj podlozi (sok od ananasa) u aerobnim i anaerobnim uvjetima s razlicitim
koncentracijama saharoze (80, 100, 120 i 140 g/L).
Tijekom fermentacija praceni su i odredivani sljede¢i parametri:

- promjena pH vrijednosti, koncentracije etanola, octene i glukonske kiseline u aerobnim i

anaerobnim uvjetima
- prinos bakterijske celuloze kombuche na kraju aerobnog uzgoja i anaerobnog procesa

fermentacije



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Bakterijska celuloza

Iako je celulozu pocetkom proslog stoljeca Anselme Payen definirao kao Cvrstu strukturu,
odnosno glavni sastojak stanicne stijenke viSih biljaka (Nevell i Zeronian, 1995), bakterijsku
celulozu kao ekstracelularni proizvod bakterija octene kiseline Louis Pasteur opisuje kao ,vlaznu,
nateCenu, zelatinoznu i sklisku strukturu®.Premda na Cvrsti dio u gelu otpada manje od jedan
posto, bakterijska celuloza sadrzava gotovo potpuno Cistu celulozu bez kontaminacije ligninom,
hemicelulozom, pektinom i inulinom. Bakterijska celuloza koristi se ve¢ dugi niz godina u
proizvodnji nata-de-coco, autohtonog filipinskog deserta.Za pripremu takvog deserta gel debljine
jedan centimetar fermentira u kokosovoj vodi, nakon fermentacije reze se na kockice i uranja u
Secerni sirup. Slicna hrana moze se pripremiti od razlicitih vo¢nih sokova kao Sto je nata-de-pina
od ananasa. U proslosti se smatralo da je glavha komponenta u nata-de-coco gelu zapravo
dekstran i tek 1960-ih otkrili su da se radi o celulozi (Lapas i sur., 1967). Nata-de-coco danas se
proizvodi u velikim kolicinama na razini domace proizvodnje u zemljama kao Sto je Indonezija, te
se izvozi i prodaje kao zdrava namirnica. 7eekvass (Cajna-gljiva) priprema se na sli¢an nacin,
fermentira u Salicama za ¢aj, te se konzumira u podjedinim dijelovima Rusije i srednje Azije.
Znanstvenom napretku potpomogao je Brown (Brown, 1986a; Brown 1986b) koji je izolirao i
identificirao tvar koja se od davnina u Europi koristi za proizvodnju octa poznata kao “vinegar
plant”. Tako su tadasnji mikroskopi davali sliku bakterija ugradenih u povrsinski, proziran i
nestrukturiran sloj, identifikacijom je zakljuceno da je taj sloj po kemijskom sastavu i aktivnosti
isti kao celuloza koja je sastavni dio stani¢ne stijenke biljaka. Ranijih godina ovog stoljeca
pocinje se upotrebljavati metoda temeljena na rengenskoj difrakciji kojom je otkriveno da
bakterijska celuloza kristalografski pripada skupini celuloza zajedno s celulozom biljnog
podrijetla. Gradena je od dvije podjedinice celobioze postavljene paralelno u jedini¢noj molekuli.
Molekule celuloze u suhom filmu imaju tendenciju zauzimanja tocno odredene orijentacije u
prostoru (Mark i Susich, 1929). Ranijih dana proucavana je i promjena orijentacije tijekom
procesa suSenja (Sisson, 1936). Nakon otkri¢a elektronskog mikroskopa proucavana je gel
celuloza s povecanim udjelom vode te je otkriveno da se radi o nasumicno poslozenim
mikrofibrilima promjera manjeg od 100A . Elektonski mikrogram liofilizirane povrsine bakterijske
celuloze prikazan je na Slici 1, dok celuloza iz stani¢ne stijenke ima mnogo kompleksniju

strukturu.



Slika 1. SEM snimka sinteze celuloznog vlakna bakterije Komagataeibacter xylinus (Hirai sur.,
2002)

Na Slici 2 prikazana je struktura fibrila bakterijske celuloze u kojima je vidljiva prisutnost

bakterijskih stanica i stanica kvasca u gelu.

Slika 2. SEM snimka bakterijske celuloze (Iguchi i sur., 2000)



U doba kada zapocinje proizvodnja umjetne svile tako orijentirana struktura postaje idealno
vlakno za predenje. Otkri¢em strukturne grade markromolekula u posljednjih nekoliko desetljeca
mnogo se truda ulozZilo u razvoj super-jakih vilakana. Prema Brown-u(Brown, 1986a;Brown,
1986b) pelikula bakterijske celuloze je vrlo kruta pogotovo ukoliko ju pokusamo razdvojiti u
smjeru njenog rasta. Mnogi autori proucavali su stukturu peleta medutim nitko nije pridavao
paznju fizikalnim svojstvima sve do sredine 80-ih godina proslog stoljece kada zapocCinju analize
deformacije i naprezanja materijala(Yamanaka i sur., 1989; Nishi i sur., 1990). Young-ov modul
je izrazito visok obzirom da se radi o dvodimenzionalnom organskom materijalu, a za ovaj
izotropni materijal iznosi 16—18 GPa, kasnije je unaprijeden ¢ak do 30 GPa.Bakterijska celuloza
pronasla je primjenu u pripremi pulpe za proizvodnju papira. RazliCita je primjena ovih
materijala, a izmedu ostalog koristi se kao materijal za izradu akusti¢nih membrana u hi-fi
zvucnicima i slusalicama. Interes za bakterijskom celulozom naglo je porastao u posljednjem

desetljecu.

2.2. Bakterijska proizvodnja celuloze

Bakterijska vrsta koja proizvodi celulozu je Acetobacter xylinum, iako se u literaturi cesto mogu
pronadi i druge bakterijske vrste. “Vinegar-plant bacterium” ili bakterije octene biljke kako ju je
nazivao Brown moze se izolirati i iz pelikula koje se pojavljuju na povrSini piva. Takva vrsta
bakterije u prirodi je pronadena na trulom vocu i povréu, te je o njoj izvieSteno u viSe od
trideset slucajeva (Jesus i sur., 1971). Razlog zasto mikroorganizmi sintetiziraju celulozu pitanje
je za mikrobiologe. Smatra se da aerobne bakterije proizvode pelikule kako bi zadrzale tekucinu
na svoj povrsini (Schramm i Hestrin, 1954; Valla i Kjosbakken, 1982).Druga pretpostavka je da
bakterijske stanice proizvode celulozu kako bi se zastitile od ultraljubicastog zracenja (William i
Cannon, 1989). Autori preferiraju pretpostavku da su bakterijske stanice konstruirale tzv. kavez
kako bi se zastitile od neprijatelja i iona teskih metala, a da istovremeno hranjive tvari mogu

lako difundirati u stanicu.



2.3. Biosinteza bakterijske celuloze

Sinteza bakterijske celuloze ukljuCuje veliki broj koraka uz prisutnost velikog broja enzima.
Meduprodukt sinteze je uridin difosfoglukoza (UDPG) koja je ujedno i prekursor u formiranju
celuloze (Brown i sur., 1987). Molekule UDPG-a polimeriziraju vezuci se B-1-4-glukanskim
vezama formirajudi tako celulozu u obliku vlakna. Takav oblik mozZe sadrzavati stotinu do tisucu
pojedinacnih lanaca celuloze (Delmer i sur., 1995). U A. xylinum sinteza celuloze je povezana s
katabolickim procesom oksidacije i koristi 10% energije dobivene katabolickim reakcijama (Amor
i sur., 1995). A. xylinum konvertira razliCite ugljikove spojeve poput heksoza, glicerola, glukoze i
melase u celulozu (Bielecki i sur., 2005). Biokemijski put sinteze celuloze kod Acetobacter
xylinum prikazan je na Slici 3. Sinteza celuloze kod vrste Acetobacter xylinum, ali i kod svih
ostali odvija se u dva koraka. Prvi korak je formiranje B-1-4-glukanskih lanaca polimerizacijom
glukoznih jednica, drugi korak je formiranje i kristalizacija celuloznih lanaca (Lin i sur., 1985).
Brzina polimerizacije ograni¢ena je brzinom formiranja i kristalizacijom celuloznih lanaca.
Celuloza sintaza katalizira biosintezu celuloze povezujuci glukozne jedinice B-1-4-glukanskim

vezama (Valla i sur., 1989).

Celuloza
celuloza
sintaza
UDP glukoza Glukoza
UDP glukoza glukokinaza
irofosfaril -
pirofosiorifaza glukoza-6-fosfat
fosfoglukomutaza dehidrogenaza

Glukoza-1-fosfat e— Glukoza-6-fosfat m——) Fosfoglukonska kiselina

glukoza-6-
fosfat
izomeraza MAD, NADP
fruktokinaza PENTOZA FOSFATNI
Fruktozd — Fruktoza-6-fosfat € CIKLUS

CITRATNI CIKLUS
sustav

fasfofruktokinaza
fosfotransferaze GLUKONEQOGENEZA

Fruktoza-1-fosfat me— Fryktoza-1,6-bisfosfat
fruktoza-1-fosfat

kinaza

Slika 3.Biokemijski put sinteze celuloze u A. xylinum (Saxena i sur., 2000)



Oblikovanje celuloznih fibrila prilkazano je na Slici 4. Zabiljezene su dvije hipoteze mehanizma
biosinteze u A. xylinum. Prva hipoteza pretpostavlja da polimerizacija B-1-4-glukanskih lanaca ne
ukljucuje lipidni intermedijer (Delmer i sur., 2000). Glukozni ostaci vezu se na nereducirajuci kraj
polisaharida, a pocetni reducirajuci kraj udaljava se od stanice (Yamanaka i sur., 1993). Druga
hipoteza biosinteze celuloze ukljucuje lipidni intermedijer (Benziman i sur., 1989). Dokazana je
prisutnost 12 lipidnih intermedijera u sintezi acetana, topljivog polisaharida. Tijekom sinteze

polimera ne proizvodi se lipidna komponenta (Klemm, 2003).

Pojedinacni mikrofibrili Vlakno

| S

Nakupljanje

celuloznih lanaca

Slika 4. Shematski prikaz biogeneze bakterijske celuloze uz formiranje fibrila (Klemm i sur.,
2001)

2.4. Svojstva bakterijske celuloze

Celulozi koji proizvode bakterijskestanice popularnost raste od otkrica (1886. godine) zbog
njenih posebnih svojstava kao Sto su visoka Cistoca, fina i visoko kristalna strukturna mreza,
nadmocna mehanicka Cvrstoca, biorazgradivost, biokompatibilnost, veliki kapacitet zadrzavanja

vode i dobra kemijska stabilnost (Santos i sur., 2015; Shah i sur., 2013). Zbog tih svojstava



bakterijska celuloza kao materijal pronalazi viSestruku primjenu (Iguchi i sur., 2000). Bakterijska
celuloza koristi se za postizanje dodatne Cvstoée polimernih materijala i papira (Miao i Hamad,
2013; Zimmermann i sur., 2010), kao sredstvo za zgusnjavanje i stabilizator hrane (Shi i sur.,
2014), u pakiranju hrane (Spence i sur., 2010), kao biomaterijal u kozmetickoj industriji
(Kawaguchi i Nakamura, 2007), u proizvodnji umjetne koZze (Fu i sur., 2013; Kingkaew i sur.,
2014), za umjetne krvne Zile i tkivno inZenjerstvo (Gao i sur., 2012; Klemm i sur., 2001; Ramani
i Sastry, 2014; Scherner i sur., 2014), u dijafragmama za zvucnike (Ciechanska i sur., 2002;
Nishi i sur., 1990), kao transparentni film (Palaninathan i sur., 2014), u elektricnim vodicima
(Muller i sur., 2012; Yoon i sur., 2006) ili kao magnetski materijali (Charreau i sur., 2013; Santos
i sur., 2015; Zhang i sur., 2011). Bakterijsku celulozu prvi je opisao Brown (1886.) kada je na
povrsni fermentiranog octa pronasao Zelatinoznu ¢vrstu membranu. Taj soj nazvan je A. xylinus,
medutim i druge bakterijske vrste imaju sposobnost sinteze celuloze kao Sto su
Acetobacterium(Barnhart i sur., 2013; Matthysse i sur., 2005), Pseudomonas (Ude i sur., 2006),
Rhizobium (Ausmees i sur., 1999; Robledo i sur., 2012) i Sarcina (Yang i sur., 2013). Nekoliko
istrazivanja je razvijeno za proizvodnju bakterijske celuloze na industrijskoj razini s kontiniranim
ili polukontinuiranim uzgojem, niskom cijenom sirovina i proizvodnjom male kolicine
nusprodukata. Osim toga potrebno je postici visok stupanje konverzije izvora ugljika u celulozu
kao i visoku produktivnost proizvodnje (Cakar i sur., 2014). U svrhu unaprijedenja procesa
fermentacije proucavan je mehanizma proizvodnje bakterijske celuloze (Chawla i sur., 2009;
Huang i sur., 2014b; Jonas i Farah, 1998; Klemm i sur., 2001; Pecoraro i sur., 2007; Ross i
sur., 1991; Vandamme i sur., 1998). Za svaku poru u stanicnoj stijenci bakterije proizvode se
lanaci celuloze, te se 10-15 takvih lanaca udruzuje u nanofibre promjera 1,5 nm (Ross i sur.,
1991). Nanofibri se samostalno povezuju cineéi mikrofibrile koje zatim formiraju fibrilna viakna
Sirine 50-80 nm (Vitta i Thiruvengadam, 2012). Glavni Cimbenici koji utjeCu na sastav,
morfologiju i svojstva bakterijske celuloze su sastav hranjive podloge, oblik bioreaktora,
temperatura, koncentracija kisika, pH, konacno stanje i aditivi (Hu i sur., 2014; Lee i Bismarck,
2012; Ul-Islam i sur., 2013b). Optimalan sastav hranjivog medija nije vazan samo za rast stanice
nego i za stimulaciju formiranja celuloze (Chawla i sur., 2009). JoS jedan vazan faktor je
smanjenje troSkova sirovine, pokuSava se povecati ili odrzati produktivnost i prinos koristeci
jeftinije sirovine npr. nusprodukte drugih proizvodnih procesa. Uzgoj u statickom reaktoru cesto
se primjenjuje zbog visoke produktivhosti medutim problem su trajanje uzgoja i prostor koji

zauzimaju takvi reaktori (Chawla i sur., 2009; Song i sur., 2009). Osim statickog reaktora mogu



se koristiti: reaktor s rotiraju¢im diskom (Kim i sur., 2007; Krystynowicz i sur., 2002; Lin i sur.,
2014), reaktor s mehanickim mijesalom i centrifugalnim filterom (Jung i sur., 2007), reaktor s
biofilmom (Cheng i sur., 2009a, 2010, 2011), barbotiraju¢a kolona (Choi i sur., 2009; Moon i
sur., 2006; Song i sur., 2009), reaktor s nasutim slojem (Lu i Jiang, 2014). Postoje mnoga
istrazivanja i €lanci o karakterizaciji, svojstvima i mogucoj primjeni bakterijske celuloze (Huang i
sur., 2014b; Lin i sur., 2013a). Medutim fokus u ¢lancima i istrazivanjima je razli¢it obzirom da
se razmatra kako poboljsati odredenu karakteristiku ovisno o upotrebi. Izolirani su i proucavani
novi bakterijski sojevi, neki od njih su genetski modificirani kako bi im se povecala
produktivnost. Osim toga proces se unaprijeduje upotrebom novih hranjivih podloga, novih
reaktora i aditiva za povecanje produktivnosti, te njihovom usporedbom sa standardnim
procesom proizvodnje. Istrazivanjem svojstava bakterijske celuloze proizvedne razlicitim
metodama poboljSane su odredene karakteristike, Sto znaci i Siru primjenu. Vjeruje se da ¢e novi
pristup procesiranja i primjene bakterijske celuloze biti velika prednost za one koji se bave ovim

podrucjem.

2.5. Metode uzgoja

Izvornisupstrat za proizvodnju bakterijske celuloze je saharoza. Cesto se za uzgoj u
laboratorijima koristi hranjiva podloga koja se dobiva otapanjem 50g saharoze, 5g kvascevog
ekstrakta, 5g (NH,),SO,, 5g KH,PO, i 0,05g MgS0,*7H,0 u jednoj litri vode (Schramm i Hestrin,
1954). Hranjiva podloga moze biti upotpunjena dodatkom male koli¢ine vitamina. Opcenito
dodatak anorganskih tvari nije nuzan medutim neophodan je kada se koriste prirodni sokovi.
Uobicajena praksa u proizvodnji nata-de-coco je dodatak malih koli¢ina dusi¢nih spojeva u obliku
amonij sulfata ili diamonij hidrogenfosfata. Kultura se uzgaja u staticnim uvjetima na
temperaturi 28-30°C uz dodatak odredenog alikovota hranjivog bujona. Na pocetku uzgoja
hranjiva podloga je zamucena, nakon odredenog vremena pojavljuje se bijeli pelet na povrsini i
njegova debljina povecava se vremenom, a nakon Cetiri tjedna dostize preko 25mm (Slika 4).
Vazno je napomenuti da u procesu rasta aerobne bakterijske stanice sintetiziraju celulozu na
svojoj povrsini, stoga produktivnost ovisi 0 povrsini, a ne o volumenu (Masaoka i sur., 1993). U
stacionarnom uzgoju gel u obliku diska drzi se silama kohezije za stijenke posude, kako raste i
taj sloj postaje gusci tako lagano klizi prema dolje. Kontinuirani sloj gela sklon je propadanju
ukoliko se koriste posude s konusnim dnom. Za kucnu proizvodnju nata-de —coco koriste se
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plasticne posude veli¢ine 505 x 35d x 10h cm3. Nakon inokulacije posude se prekrivaju s
novinama i skladiSte na 8-10 dana. Ukoliko je prociS¢avanje potrebno, odnosno ako se kultura
koristi u znanstvene svrhe, bakterije sadrzane u pocetnom gelu mogu se vrlo jednostavno
ukloniti uranjanjem u razrijedenu alkalnu otopinu te zatim isprati vodom (Brown, 1986a; Brown,
1986b). Za daljnje prociS¢avanje djelotvorne rezultate daje tretman s oksidansima (Nishi i sur.,
1990). S ciljem povedana produktivnosti u novije vrijeme radeni su eksperimenti u kojima je
kultura uzgajana uz mijeSanje (Yoshinaga i sur., 1997) pri Cemu se viSe ne dobiva ravan gel, te

je tako dobivenom gelu upotreba ograni¢ena na proizvodnju papira.

2.6. Formiranje mikrofibrila

U posljednjih nekoliko desetljeéa kombinirajuéi znanje o biogenezi opsezno je proucavan
mehanizam formiranja strukture mikrofibrila (Brown i sur., 1976; Zaar, 1977). Danas se vjeruje
da bakterije sintetiziraju celulozu u unutrasnjosti stanice koja se zatim izluCuje iz stanice
posebnim transportnim komponentama ili mlaznicama formirajuéi protofibrile promjera priblizno
2-4nm, a protofibrili su upakirani u obliku vrpce formirajuci tako mikrofibrile velicine otprilike
80x4nm (Brown, 1989) (Slika 5).

Slika 5. Shematski prikaz mikrofibrila bakterijske celuloze (desno) u usporedbi s “resastim ”

micelama biljnog vlakana



Kinetika sinteze bakterijske celuloze proucavana je 1950-ih godina i ustanovljeno je da se s
vremenom prinos povecava gotovo eksponencijalno barem pri niskom stupnju konverzije uz
mijeSanje i dovoljnu opskrbu kisikom iz zraka. Pretpostavlja se da bakterijska stanica sintetizira
odreden broj lanaca inicijatora tijekom svog generacijskog vremena. Na te inicijacijske lance

vezu se monomerne jedinice formirajuéi tako celulozu postujuci zakon bakterijskog rasta. Dakle,
Nt = Noe®* (1.)

pri ¢emu su Noi Ntbrojevi bakterijskih stanica u vremenu t i 0; a je konstanta povezana sa

srednjim vremenom generiranja bakterija T:

a= (3) In2 2.)

Teorija da se izrazi prinos i stupanj polimerizacije na racun prosje¢nog Zzivotnog vijeka
bakterijske stanice i rasta lanca je izveden (Brown, 1962), a 7=220-330 min je procijenjen iz
podataka o prinosu i mjerenja prosjecne molekularne tezine. Sli¢ni eksperimenti provedeni su za
vrijednosti  T=290-480min i T=380-900min (Ring,1982, Marx-Figini i Pion,1974).5to se tice
Zivotnog vijeka lanca eksperimentima je dobiveno da prosjecna molekularna masa celuloze i
dalje nastavlja rasti sve do nekoliko generacija, iako noviji rezultati pokazuju suprotno (Okajima
i sur., 1991). Upitno je Sto se dogada s fibrilnom strukturom tijekom diobe stanica. Smatralo se
da je formacija trostrukog grananja neizbjezna, ako se istiskivanje fibrila nastavlja kroz
generacija sa stanice majke na stanice kéeri (Yamanaka i sur., 1989). Vlakna mogu biti suZena
na mjestu grananja ukoliko u fazi diobe stanice nemaju normalan broj mlaznica, a oporavak
normalnom promjeru fibrila pitanje je vremena. Fibrili na uvecanim slikama nisu uvijek linearni.
Iz prosjecnog zZivotnog vijeka bakterije(Marx-Figini i Pion, 1974; Marx-Figini i Pion, 1976) i brzine
rasta fibrila (Brown Jr. i sur., 1976) procijenjena je duljina segmenta izmedu dvije tocke
grananja na 580-960 ym (Watanabe, 1995), a prema broju bakterija u produktu dobiveno je
200-700 ym duljine izmedu dvije tocke grananja. Postojanje takvih grananja povezano je s

mehanickim svojstava gela kao Sto je Zilavost i otpornost na istezanje.
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2.7. Formiranje gela

U pocetnoj fazi povecava se broj bakterijskih stanica koje za svoj rast koriste otopljeni kisik.
Pritom proizvode odredenu koli¢inu celuloze koja se ocituje kroz zamucenje tekuce hranjive
podloge. Kada je otopljeni kisik potrosen, bakterije koje se nalaze na povrsini imaju sposobnost
sinteze celuloze. Iako dolazi do diobe, broj bakterijskih stanica na povrSini ne povecCava se
eksponencijalno, ali doseze odredenu ravnoteznu koncentraciju stanica. Visak stanica
apsorbirase i zadrzava u gelu. Bakterijske stanice ispod povrSine nisu mrtve nego se nalaze u
stanju mirovanja tako da se mogu ponovno aktivirati i koistiti za novi uzgoj. Ukoliko se tlak
kisika poveca tako da bude vedi nego u zraku ubrzati ée se proizvodnja celuloze, medutim takva
proizvodnja je komplicirana i dobiva se drugaciji materijal (Watanabe i Yamanaka,1995). Uocen
je opéi trend (Yamanaka i sur.,1989,Masaoka i Sakota,1993,Borzani i Souza,1995) rasta sloja
gela u staticnim uvjetima. Indukcijsko razdoblje traje nekoliko dana nakon cega se naglo

povecava debljina sloja i prinos celuloze, a nakon tjedan do deset dana brzina rast se usporava.
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3.MATERIJALI I METODE



4

I PRIPREMA HRANJIVIH PODLOGA :

»I RAZLICITIH KONCENTRACIJA SECERA |
I
I

konzumni bijeli éecer ;
] (80g/L, 100g/L, 120g/L, 140g/L) 0,5L soka od ananasa (100%)

uzgojena kultura _ |

sobna temperatura

10 dana 10dana
odredivanje
prinosa biomase uzimanje uzoraka

/ ANALIZE

1

: e pHvrijednosti

1 e koncentracije octene

: kiseline [g/L]

| e koncentracije glukonske

1 kiseline [g/L]

: e koncentracije etanola [g/L]
I

1

Slika 6.Tijekcjelokupnog istrazivanja
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3.1. Priprava kulture kombuche

Starter kultura kombuche je pripravljena zajedno sa ,majcinskom tekuc¢inom" u crnom c¢aju uz
dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 10 dana u asepticnim uvjetima na sobnoj

temperaturi.

3.2. Uporabljena vrsta soka

Uzgojena kombuchanacijepljena je na Juicy sok od ananasa proizvodaca Stani¢ Beverages,
Zagreb, Hrvatska.

Sastav: koncentrirani sok od ananasa, vitamin C, stabilizator E440, sredstvo protiv pjenjenja
E900.

Nutritivha vrijednost (100 mL):

energijska vrijednost 214 kJ/50 kcal
masti <0,1g
ugljikohidrati 1149

proteini <0,5¢

sol <0,01g

vitamin C 45 mg (56 % RDA)

Nacijepljeni uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi tijekom 10 dana, a supernatant je svakih
24 sata izuzimanza daljnja odredivanja. Kontrolni uzorak je bio sok koji nije bio nacijepljen s

kulturom kombuche.

3.3. Aerobni i anaerobni uzgoj

U radu su pripravljena Cetiri uzorka za uzgoj u aerobnim i Cetiri za uzgoj u anaerobnim uvjetima
s razli¢itim koncentracijama dodanog konzumnog Secera (80, 100, 120 i 140 g/L). Sve staklene
posude pripravljene za aerobni uzgoj bile su zatvorene sterilnim kompresama, a za anaerobni

uzgoj aluminijskom folijom (Slika 7).
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aerobni uzgoj

anaerobni uzgoj

Slika 7. Uzorci za aerobni i anaerobni uzgoj kombuche

3.4. Odredivanje pH vrijednosti

Odmah nakon nacjepljivanja, te tijekom i na kraju fermentacije,soku od ananasa odredivana je

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

3.5. Odredivanje koncentracije octene kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog soka, 20 mL vode i
dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH
do prve pojave ljubicaste boje. Koncentracija octene kiseline (g/L) izraunata je prema izrazu:

7 (CH3COOH) = YNaOH) - ANaOH) - Upodloge) - 6 (3.)
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U kojem je:
W NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
AANaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

Wizorka = volumen uzorka (1 mL)

3.6. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 5 mL uzorka i dodano nekoliko kapi fenolftaleina.
Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave ljubiCaste boje.

Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izraCunata je prema jednadzbi:

7 (CsH1207) = (UNaOH) - MNaOH) - 1,97) / Wizorka 4.

U kojem je je:
I/(NaOH) = utroSeni volumen 0,1 M NaOH (mL)
MNaOH) = molaritetNaOH (0,1 M)

Wizorka = volumen uzorka (mL)

3.6. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima soka tijekom previranja Secera do etanola i
biooksidacije etanola do octene kiseline je odredivan kemijskom metodom koja se zasniva na
oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom (KCr207) u kiselom okolisu.

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL uzorka soka koji je razrijeden s
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos soka i vode je 1:10). Uzorak je prebacen u tikvicu
kruskastog oblika od 50 mL i neutraliziran s 0,1 M NaOH.

U Erlenmeyer tikvicu od 100 ml, u koju ¢e se hvatati destilat, stavljeno je 10 mL otopine
kalijevog bikromata i 5 ml koncentrirane H,SO4. Destilat se preko hladila i lule uvodi u otopinu
kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u rashladenoj vodi.
Destilacija mora biti polagana i postupna i trajala je dok se sadrzaj u tikvici za destilaciju nije

smanjio na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao). Po zavrSetku destilacije lula je
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isprana s nekoliko mlazova destilirane vode u istu Erlenmeyer tikvicu u koju je uzorak
predestiliran. Sadrzaj tikvice je promuckan, zacepljen gumenim cCepom i ostavljen stajati 5
minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije alkohola utroSen je jedan dio
bikromata, dok je drugi dio ostao u suvisku. Zatim je sadrzaj kvantitativno prebacen u
Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200 mL destilirane vode radi
razrjedenja i 10 mL20%-tne otopine KI (radi odredivanja preostale koliCine kalijevog bikromata)
i ostavljeno zacepljeno 5 minuta.

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

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

Koncentracija (vol %) alkohola je izraCunata prema jednadzbi:
alkohol (vol %) = (10 - ;—9) ) (5.)

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

3.7. Izracunavanje mase i prinosa celulozne biomase kombuche

Nakon 10 dana fermentacije, izmjerena je masa celulozne biomase (g) prema slijedecoj formuli:

masa celuloze (g) = masa biomase nakon fermentacije — masa inokuluma
Meb (g) = Met — M, (6.)

gdje je:

M = mMasa celulozne biomase (g)
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Myt = Masa biomase nakon uzgoja (g)

mi = masa inokuluma (g)

Prinos celulozne biomase(Yw) je izraCunat je prema formuli:

Yo (%) = (y biomase nakon fermentacije / y saharoze na pocetku procesa) x 100

(7.)
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4. REZULTATI I RASPRAVA



U ovom je radu proucavana fermentacija soka od ananasa sa zdruzenom kulturom bakterija
octene kiseline i kvasaca, u javnosti poznatoj kao kombucha ili ,Cajna gljiva®. Tijekom 10 dana
aerobne i anaerobne fermentacije na sobnoj temperaturi, praeni su razli¢iti parametri:
promjene pH vrijednosti fermentiranog soka, koncentracija octene i glukonske kiseline, etanola i
kinetika nastajanja bakterijske celuloze (Slike 8-18).

4.1. Aerobni uzgoj

Optimalna pH vrijednost za rast bakterija iz roda Acetobacter je izmedu 5,4 i 6,3. Rast se odvija
i pri nizim pH vrijednostima, od 4,0 do 4,5, a minimalni rast je zabiljezen pri pH 7,0 do 8,0.
Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju ukazuju da su bakterije octene kiseline iz kombuche,
sposobne rasti, proizvoditi organske kiseline i bakterijsku celulozu €ak i pri pH vrijednostima
nizim od 3,0 (Slika 8).

——80 g/L

-=-100 g/L
120 g/L

—140 g/L

2.9

vrijema [dani]

Slika 8. Promjena pH vrijednosti tijekom 10 dana aerobnog uzgoja kombuche u soku od
ananasa
Sinteza organskih kiselina mijenjala se tijekom fermentacije Sto je prikazano na Slikama 8 i 9.

Koncentracija octene kiseline se tijekom 10 dana fermentacije linearno povecavala od 7,5 g/L na
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pocetku istrazivanja (koncentracije Secera 100, 120 i 140 g/) i 9,9 g/L kod 80 g/| Se¢era do 17,0
g/L (120 i 140 g/L), 18,6 g/L (100 g/L) i 19,8 g/L (80 g/L) na kraju uzgoja. Uz sposobnost
sinteze relativno visokih koncentracija octene kiseline, bakterije octene kiseline pokazuju i
toleranciju na kiselost, koja je rijetka medu aerobnim homo i heterotrofima. Ovo im svojstvo
omogucava rast na hranjivoj podlozi koja ve¢ na pocetku uzgoja ima pH vrijednost nizu od 4,5
(Malbasa i sur., 2008).

25

20 +

-~
3 /4
T /l/
1]
% ——80g/L
2 -=-100g/L
£ 120g/L
810 -
5 —<140g/L

5 -

0 T T T T T 1

()} 2 4 6 8 10 12

vrijeme (dani)

Slika 9. Promjena koncentracije octene kiseline tijekom 10 dana aerobnog uzgoja kombuche u

soku od ananasa

Glukozu bakterije octene kiseline oksidiraju u glukonsku kiselinu. Glukonska kiselina je druga
glavna organska kiselina koja nastaje kao posljedica metabolizma kombuche. Kao Sto je vidljivo
na Slici 10, koncentracija glukonske kiseline bila je viSestruko veca od koncentracije octene

kiseline.Kod svih koncentracija dodanog Secera uocen je linearni rast koncentracije glukonske
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kiseline, uz odredene oscilacije u koncentracijama izmjerenim 6. dana uzgoja (120 i 140 g/L), pri
¢emu se koncentracija glukonske kiseline u svim uzorcima na kraju uzgoja udvostrucila (Slika
10).

230 -
210 -
190 1
-
~
2
© 170 A
2 -=-100g/L
(]
120g/L
% 150 - 9/
5 —<140g/L
K4
3
=]
130 ./' —
110 1
20 . . . . . ,
0 2 4 6 8 10 12

vrijeme (dani)

Slika 10. Promjena koncentracije glukonske kiseline tijekom 10 dana aerobnog uzgoja

kombuche u soku od ananasa

Prema vecini autora, koncentracija EtOH u kombucha napitcima nije veca od 1% (vol/vol) (Teoh
i sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije izmjerili 0,36% EtOH, uz
pocetnih 70 g/L saharoze u hranjivoj podlozi i uoCili da koncentracija proizvedenog EtOH ovisi o
vrsti i koli¢ini dodanog Secera. U ovom su radu u sok od ananasa dodanerazli¢ite koncentracije
saharoze (konzumni bijeli Secer) i ve¢ nakon 2. dana fermentacije, izmjerena je maksimalna
koncentracija EtOH, 0,94 g/L(80 g/L) i od 0,75 do 0,79 g/L (100, 120 i 140 g/L), koja se do 6.
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dana linearno smanjivala na vrijednosti od 0,3 do 0,1 g/L, a nakon toga je pala na manje od
0,05 g/L i nije se znacajnije mijenjala do kraja fermentacije (Slika 11).

0.9 -
0.8 - .
0.7 -
0.6 -
-~
.|
3 o —-80 g/L
z -=-100 g/L
= 120 g/L
0.4 1 <140 g/L
0.3 -
0.2 -
0.1 -
0 T T T T = \
0 2 4 6 8 10 12

vrijeme (dani)

Slika 11. Promjena koncentracije EtOH tijekom 10 dana aerobnog uzgoja kombuche u soku od

ananasa

4.2. Anaerobni uzgoj

U ovom radu je proveden i anaerobni uzgoj s ciliem proucavanja kinetike sinteze organskih
kiselina i bakterijske celuloze i usporedbe s rezultatima dobivenim u aerobnim uvjetima. Bududi
da nema literaturnih podataka o anaerobnom uzgoju kombuche, dakle pravoj fermentaciji, a ne
vrenju koje se zbiva u aerobnim uvjetima, rezultati nisu bili predvidivi i usporedivi s rezultatima
drugih autora.

Kao Sto je vec prije navedeno, kombuchaje simbiotski zdruzena kultura bakterija octene kiseline
i osmofilnih kvasaca (Chen i Liu, 2000). Uz bakterije vrste A. xy/inum koje su obligatni aerobi, u

toj zdruzenoj kulturi mogu biti prisutni i kvasci iz rodova Saccharomyces i Brettanomyces, Koji
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mogu rasti i u aerobnim i anaerobnim uvjetima, bakterije iz roda Lactobacillus, koje su
mikroaerofili, Pediococcus, kao anaerobi i, kao najpoznatiji rod za fermentaciju kombuche,
Gluconacetobacter kombuchae, koji je anaerobni mikroorganizam.Svi su pokusi anaerobne
fermentacije provodeni istovremeno s aerobnim uzgojem, s istim koncentracijama Secera i s
istim pocetnim pH vrijednostima uzoraka. Usporedujuci promjene pH vrijednosti anaerobnog s
aerobnim uzgojem (Slika 8), vidljivo je da pad pH vrijednosti nije bio ujednacen kao u aerobnom
uzgoju. Posebice se to odnosi na uzorak s koncentracijom Secera 120 g/L, u kojem se do kraja
uzgoja pH vrijednost nije spustila ispod 3,44 (Slika 12). Najveci pad pH vrijednosti zabiljezen je
kod uzorka sa 140 g/L, Cija je krajnja pH vrijednost bila 3,12, a uzorci sa 80 i 100 g/L su, uz

oscilacije, na kraju uzgoja imali priblizno istu pH vrijednost, oko 3,25.

——80 g/L

-#-100 g/L
120 g/L

=140 g/L

0 1 2 3 a 5 6 7 8 9
vrijeme (dani)
Slika 12. Promjena pH vrijednosti tijekom 10 dana anaerobnog uzgoja kombuche u soku od
ananasa
Iako tijekom fermentacije s kombuchonmastaje octena kiselina, metabolizmom nastaju i druge
organske kiseline: glukonska, glukuronska i mlijeCna kiselina (Dufresne i Farnworth, 2000).

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pokazali su da je najveéa koncentracija octene kiseline
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nakon 10 dana fermentacije postignuta u soku od ananasa s 80 g/l Secera (12,6 g/L), manja
koncentracija je izmjerena kod 100 g/L (10,8 g/L), a potpuno iste koncentracije octene kiseline
su izmjerene kod koncentracija Secera 120 i 140 g/L (9,99 g/L) (Slika 13).
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Slika 13. Promjena koncentracije octene Kkiseline tijekom 10 dana anaerobnog uzgoja

kombuche u soku od ananasa

Glukozu bakterije octene kiseline oksidiraju u glukonsku kiselinu. Glukonska kiselina je druga
glavna organska kiselina koja nastaje kao posljedica metabolizma kombuche. Kao sto je vidljivo
na Slici 14, koncentracija glukonske kiseline bila je veca 10 puta od koncentracije octene
kiseline, pri ¢emu je zabiljezen linearni rast u svim uzorcima do Cetvrtog dana fermentacije,
nakon Cega je pri koncentracijama Secera 100, 120 i 140 g/L koncentracija glukonske
kiselinelinearno opadala. Jedino je u uzorku s 80 g/L koncentracija glukonske kiseline rasla sve
do 8. dana fermentacije, nakon ¢ega se smaniila, no jos uvijek je bila znatno veca od uzoraka s

vecom koncentracijom Secera (Slika 14).
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Slika 14. Promjena koncentracije glukonske kiseline tijekom 10 dana anaerobnog uzgoja
kombuche u soku od ananasa

Kao Sto je i ocekivano, tijekom anaerobne fermentacije, metabolizmom kvasaca se stvara veca
koncentracija etanola nego pri aerobnom uzgoju. Ve¢ u 2. danu fermentacije odredena je od 20
do 80 % veca koncentracija etanola, koja se linearno smanjivala tijekom fermentacije, sve do 8.

dana, kad su se vrijednosti koncentracije etanola ustalile (Slika 15).
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Slika 15. Promjena koncentracije EtOH tijekom 10 dana anaerobnog uzgoja kombuche u soku

od ananasa

Biotransformacijom zasladene tekucine tijekom fermentacije nastaje celulozna opna koja se u
tankom sloju oblikuje na povrsini tekucine (Sievers i sur., 1995). Na povrsini celulozne pelikule
nalazi se veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima je za rast i razmnozavanje
nuzan atmosferski kisik, dok su s donje strane nakupine kvasaca, koji pripadaju fakultativho
anaerobnim mikroorganizmima (Malbasa i sur., 2008). Na Slici 16 prikazana je kinetika
nastajanja bakterijske celuloze iz koje je vidljivo povecanje mase celuloze tijekom 10 dana
aerobnog uzgoja pri svim koncentracijama dodanog Secera. Prinos biomase tijekom fermentacije
je usko povezan s izvorom ugljika, odnosno supstratom. Prema dobivenim rezultatima, saharoza
je izvrsni supstrat jer je nakon 10 dana fermentacije izmjereno 138 g/L vlazne bakterijske

celuloze (100 g/L), a u soku s 80 g/L Secera 120 g/L vlazne bakterijske celuloze.
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Kod viSih koncentracija Secera (120 i 140 g/L) uocenaje potpuno identi¢na sinteza i prinos

vlazne celuloze, koja je na kraju uzgojaiznosila 95 g/L.
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Slika 16. Kinetika sinteze bakterijske celuloze (BC) tijekom 10 dana aerobnog uzgoja kombuche

u soku od ananasa

Tijekom anaerobnog uzgoja izmjeren je manji prinos bakterijske celuloze nego u aerobnom
uzgoju, no pri svim koncentracijama dodanog Secera u sok od ananasa, uocen je linearni rast
celulozne biomase (Slika 17). Usporedbom aerobnog i anaerobnog uzgoja, vidljivo je da je pri
koncentraciji od 80 g/L postignuta najveca sinteza bakterijske celuloze (Slike 16 i 17).
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Slika 17. Kinetika sinteze bakterijske celuloze (BC) tijekom 10 dana anaerobnog uzgoja

kombuche u soku od ananasa

Prinos bakterijske celuloze tijekom 10 dana biotransformacije soka od ananasa prikazan je u
Tablici 1. Vidljivo je da je i u aerobnim i u anaerobnim uvjetima uzgoja najvedi prinos bakterijske
celuloze postignut pri koncentraciji Se¢era od 80 g/L (148,75 i 139,83 %). Nesto niZi je izmjeren
u aerobnim uvjetima pri koncentraciji Se¢era od 100 g/L (120,54 %), dok su pri anaerobnim

uvjetima postignuti manji prinosi (od 62,09 do 87,77 %).
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Tablica 1. Prinos celulozne biomase kombuchenakon 10 dana fermentacije u soku od ananasa

Koncentracija v inokuluma (g/L) v celulozne biomase Prinos (%)
saharoze (9/1)

Aerobni uzgoj

80 g/L 9,21 128,21 148,75
100 g/L 13,01 133,55 120,54
120 g/L 14,15 94,21 67,72
140 g/L 17,09 93,99 54,93
Anaerobni uzgoj

80 g/L 8,42 120,28 139,83
100 g/L 15,78 103,55 87,77
120 g/L 11,19 94,21 69,18
140 g/L 12,07 98,99 62,09

aerobni uzgoj anaerobni uzgoj

Slika 18. Sintetizirana bakterijska celuloza nakon 35 dana aerobnog i anaerobnog uzgoja
kombuche u soku od ananasa (80 g/L saharoze)
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5.ZAKLIUCCI



Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuditi:

1. Kombuchaje uzgajana 10 dana u aerobnim i anaerobnim uvjetima u soku od ananasa s

dodatkom razliCitih koncentracija Secera (80, 100, 120 i 140 g/L) na sobnoj temperaturi.

2. Tijekom 10 dana fermentacije, istrazivane su promjene pH vrijednosti, koncentracije
nastalih organskih kiselina (octene i glukonske), etanola i kinetika sinteze bakterijske
celuloze. Koncentracije octene i glukonske kiseline su linearno rasle u u aerobnim
uvjetima pri svim koncentracijama dodanog Secera, dok je u anaerobnim uvjetima

zabiljeZen blagi pad koncentracije glukonske kiseline.

3. U svim je uzorcima tijekom fermentacije izmjeren pad pH vrijednosti i koncentracije

etanola kao rezultat povecanja koncentracije octene i glukonske kiseline.
4. Najvedi prinos celulozne biomase nakon 10 dana fermentacije izmjeren je pri aerobnom

uzgoju s 80 g/L Secera (148,75 %), dok je u anaerobnim uvjetima s 80 g/L Secera prinos
iznosio 139,83 %.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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