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1. UVOD

Kefirni napitak je fermentirano pi¢e, domace proizvodnje, baziran na otopini saharoze uz
dodatak suhog i svijezeg voca (Gulitz i sur.,2011). Fermentacija zapocinje inokulacijom vodene
otopine saharoze zrncima vodenog kefira. Nakon par dana fermentacije, pri sobnoj temperaturi,
tekucina (napitak) se dekantira i dalje obraduje, a kefirna zrnca se ispiru vodovodnom vodom i
ponovo koriste za daljnju fermentaciju svjeze podloge. Fermentacija i transfer zrnaca moze se
provoditi bez ikakvih sterilnih uvjeta, bez rizika kontaminacije (Moinas i sur., 1980). Kefirni
napitak dostupan je po cijelom svijetu, ali i dalje nije poznato koje je pravo porijeklo njegovih
zrnaca. Pretpostavlja se da polisaharidna zrnca potjeCu iz lis¢a biljke indijske smokve. Kao
potencijalna funkcionalna hrana / hrana koja poboljSava zdravlje, vazno je istaknuti da kefirni
napitak sadrzi mikroorganizme kojima je Cesto pripisivano da pozitivno utjeCu na ljudsko
zdravlje. U prvom redu to su mikroorganizmi poput laktobacila i bifidobakterija, a u manjoj mjeri
i kvasaca iz roda Saccharomyces. Kefirni napitak, dakle, predstavlja potencijalno ucinkovito
probioti¢ko sredstvo (Marsh i sur., 2013). U brojnim istrazivanjima dokazano je da fermentirani
proizvodi, koji sadrze bakterije mlije¢ne kiseline (BMK), vrlo povoljno djeluju na zdravlje Covjeka.
BMK utjeCu na apsorpciju kalcija i metabolizam kolesterola, poboljSavaju sastav crijevne
mikrobne populacije te djeluju antimikrobno i antimutageno. Takoder, one su stolje¢ima sastavni
dio ljudske prehrane, te se mogu smatrati prirodnim nacinom opskrbe probavnog sustava

aktivnim tvarima (KrSev,1996).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KEFIRNI NAPITAK I ZRNCA KEFIRANOG NAPITKA

Kefirni napitak dobiva se iz vodene otopine saharoze koja sluzi kao hranjiva podloga. Kefirna
zrnca fermentacijom pretvaraju Secer iz otopine u produkte metabolizma, kao Sto su etanol,
glicerol, mlije¢na i octena kiselina. Nakon 2 do 4 dana fermentacije, pri sobnoj temperaturi,
izdvaja se supernatant koji se dalje obraduje da bi se dobio krajnji proizvod, a zrnca se ispiru te
se mogu ponovno koristiti za proizvodnju kefirnog napitka na svjezoj podlozi. Sam proizvod je
blago gazirano, kiselo pi¢e s malim udjelom alkohola. Smokve, datulje, grozdice, limun i dumbir
mogu se dodati u podlogu da bi se osigurali faktori rasta za prisutne mikroorganizme, a ujedno
doprinose i ugodnom okusu kefirnog napitka (Moinas i sur., 1980). Takoder poznat i kao
JTibicos" ili Secerni kefir, kefirni napitak razlikuje se od popularnijeg kefira na mlije¢noj osnovi
po tome Sto su zrnca kefirnog napitka gradena uglavnom od dekstrana za Ciju su sintezu
zasluzne vrste BMK iz rodova Lactobacillus i Leuconostoc (Marsh i sur., 2013, Laureys i sur.,
2014). Sama zrnca (Slika 1.) su prozirna i porozna, zelatinaste strukture (Horisberger, 1969).
Gradena su od polisaharida na cijoj se povrSini, kao i u unutrasnjosti, nalaze brojni
mikroorganizmi ukljucujuéi razlicite vrste kvasaca te bakterije mlijecne (BMK) i octene kiseline.

Pojedinacno zrnce ima oblik slican cvjetadi i promjer od 5 do 20 mm (Waldherr i sur., 2010).

Slika 1. Zrnca kefirnog napitka (anonymous 1)



2.2 MIKROORGANIZMI KEFIRNIH ZRNACA

Kefirna zrnca predstavljaju jedinstveni Zivi ekosustav u prirodi, stvoren simbiotskim odnosom
izmedu bakterija i kvasaca, pri Cemu takva struktura moze sadrzavati i viSe od 50 razliCitih vrsta
(Pogadi¢ i sur.,2013). Dosadasnja istraZivanja pokazala su da bakterijsku populaciju samih
zrnaca Cine razliCiti sojevi bakterija iz rodova Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc i
Acetobacter, dok se od kvasaca najeSée pojavljuju oni iz rodova Saccharomyces,
Hanseniaspora, Kloeckera, Zygotorulasporai Candida (Marsh i sur., 2013). Procjenjeno je da su
bakterije prisutne u zrncima u koncentraciji otprilike 10° — 10® stanica po gramu, a kvasci su
prisutni u koncentraciji od 10° — 10’ stanica po gramu (Gulitz i sur, 2011). Tek nedavno je
utvrdena i prisutnost bifidobakterija. U Tablici 1. prikazani su neki od mikroorganizama prisutnih

u kefirnim zrncima.

Tablica 1. Bakterije i kvasci izolirani iz kefirnog napitka (Waldherr i sur., 2010)

VRSTE LITERATURA
BAKTERIJE
Lactobacillus brevis Moinas i sur., 1980

Lactobacillus hilgardii Pidoux, 1989; Waldherr, 2010

Lactobacillus casei subsp. caser Pidoux, 1989; Galli i sur., 1995

Lactobacillus casei subsp. rhamnosus Pidoux, 1989

Lactobacillus casei subsp. Pseudoplantarum Galli i sur., 1995

Lactobacillus plantarum Pidoux, 1989

Lactobacillus buchneri Galli i sur., 1995

Lactobacillus collinoides Galli i sur., 1995

Lactococcus lactis subsp. lactis Moinas i sur., 1980; Pidoux, 1989;

Waldherr, 2010

Lactococcus lactis subsp. cremoris

Pidoux, 1989

Leuconostoc mesenteroides subsp.

Mesenteroides

Galli i sur., 1995; Waldherr, 2010

Leuconostoc mesenteroides subsp.

Pidoux, 1989




Dextranicum

Enterobacter hormachefl

Waldherr, 2010

Gluconobacter frateuri

Waldherr, 2010

KVASCI

Saccharomyces bayanus

Waldherr, 2010

Saccharomyces cerevisiae

Moinas i sur., 1980; Galli I sur., 1995;
Franzetti I sur., 1998

Saccharomyces florentinus

Galli i sur., 1995

Saccharomyces pretoriensis

Galli i sur., 1995

Zygosaccharomyces florentinus

Pidoux, 1989; Neve and Heller, 2002

Hanseniaspora valbyensis

Pidoux, 1989; Galli i sur., 1995;
Neve and Heller, 2002

Hanseniaspora vinae

Pidoux, 1989; Galli i sur., 1995

Hanseniaspora yalbensis

Franzetti i sur., 1998

Kloeckera apiculate

Pidoux, 1989; Franzetti i sur., 1998

Candida lambica

Pidoux, 1989

Candida valida

Pidoux, 1989




2.2.1. Kvasci

Kvasci su eukariotski mikroorganizmi svrstani u carstvo gljiva. Predstavljaju jednu od
najvaznijih skupina mikroorganizama koji se koriste u prehrambenoj industriji za proizvodnju
fermentirane hrane i pi¢a. Mogu rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti, a preferiraju ,kiseli
okolis” (pH 4,5-7,0), ali veéina ih moze rasti i pri vrlo niskim pH vrijednostima (pH = 2,5;
Guerzoni i sur., 2013). Optimalna temperatura za rast im je oko 28°C. Do energije za rast i
sintezu produkata, dolaze glikolizom pri ¢emu se glukoza prevodi do piruvata. U nedostatku
kisika, NADH se mora ponovo oksidirati putem alkoholnog vrenja (Dickinson i Kruckeberg,
2006). U zrncima kefirnog napitka pronadeni su brojni sojevi kvasaca s razli¢itim svojstvima.
Jedna od najistaknutijih znacajki kvasca Saccharomyces cerevisiae je sposobnost da brzo
pretvara Secere u etanol i CO, kada nema prisutnog kisika u podozi (Dashko i sur., 2014).
Nadalje, Zygotorulaspora florentina je osmotolerantni kvasac, takoder prisutan u zrncima, pa
moze rasti na podlozi s visokom koncentracijom Secera. Inace moze uzrokovati kvarenje hrane,
ali u proizvodniji kefirnog napitka poZeljan je jer se kefirni napitak ponekad uzgaja na podlozi s

koncentracijom $ecera i do 90 g L™ (Stadie, 2013).



2.2.2. Bakterije mlijecne kiseline (BMK)

Pretvaranje ugljikohidrata u mlije¢nu kiselinu pomocu bakterija mlijecno — kiselog vrenja,
moze se smatrati najvaznijim procesom fermentacije u prehrambenoj tehnologiji (Kandler,
1983). Bakterije mlijecne kiseline (BMK) su gram-pozitivhe bakterije koje koriste ugljikohidrate
kao izvor energije za proizvodnju mlijeCne kiseline. Rodovi Lactobacillus i Leuconostoc
najzastupljeniji su u kefirnim zrncima (Stadie, 2013). Prema nacinu metaboliziranja Secera
(glukoze), bakterije mlijecne kiseline dijele se u dvije skupine, homofermentativne i

heterofermentativhe BMK (prikazano na Slici 2).
Glukoza
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”‘\ ~ NADH
N
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Slika 2. Razlika metabolizma glukoze kod homofermentativnih i heterofermentativnih BMK

(anonymous 2)

Kod proizvodnje kefirnog napitka vazno je spomenuti vrstu Lactobacillus hilgardii. Pidoux i sur.
(1988) te Waldherr i sur. (2010) u svojim su istrazivanjima dokazali vaznost ove bakterije za
sintezu EPS (egzopolisaharida) pa posljedicno i za formiranje zrnaca tijekom fermentacije

kefirnog napitka.



2.2.3. Bifidobakterije

Bifidobakterije (Bifidobacterium) su gram-pozitivne, anaerobne, nepokretne i nesporogene
Stapicaste bakterije (Malija i Krsev, 1993). U kefirnim zrncima su znatno manje zastupljene od
bakterija mlije¢ne kiseline, a vrste bifidobakterija pronadene u zrncima su Bifidobacterium
aquikefiri i Bifidobacterium tibiigranuli. Ovi mikroorganizmi posjeduju jedinstven metabolizam
glukoze, tzv. “bifidus shunt” (prikazano na Slici 3.), koji ih razlikuje od homofermentativih i

heterofermentativnih bakterija mlijecne kiseline.

Glukoza Glukoza _ &

g-—» ADP K-—» ADP
Glukoza-6-fosfat Glukoza-6-fosfat
Fruktoza-6-fosfat Fruktoza-6-fosfat

-

a /n__\\\.
Acetilfosfat D-eritroza-4-fosfat
— ADP
—@
2 Ksiluloza-4-fosfat
Acetat }/ 29,
r"‘__/———“\\\‘\
2 Acetilfosfat 2 Gliceraldehid-3-fosfat
l _——(2DP l
ki @ 2P Y _—4nop
= f—
2 Acetat
2 Laktat

2 Glukoza+5ADP+5P; =——=3 2 Laktat+ 3 Acetat+5 ATP

Slika 3. Prikaz metabolizma glukoze kod bifidobakterija, tvz. “bifidus shunt” (Stadie, 2013)

Bifidobakterije imaju dokazan probioti¢ki ucinak. Mogu se razvijati i opstati u probavnom
sustavu Covjeka te proizvoditi spojeve (inhibitore) koji sprje¢avaju rast patogenih bakterija
(Krsev, 1996). Bitno je istaknuti i njihovu vaznost pri obnavljanju crijevne flore kod pacijenata

koji su lijeeni antibioticima (Malija i Krsev, 1993).



2.3. ODNOSI IZMEDU MIKROORGANIZAMA U KEFIRNIM ZRNCIMA

Bakterije i kvasci, a ponekad i filamentozne plijesni, u kefirnim zrncima zive u slozenom
simbiotskom odnosu koji kefirna zrnca cini jedinstvenom mikrobnom zajednicom u prirodi
(Pogadic i sur., 2013). Simbioza se definira kao suzivot razliCitih organizama i dijeli se na tri
razlicite vrste odnosa (Stadie, 2013). Tako je npr. parazitizam odnos dvaju organizama u kojem
jedan ima korist na Stetu drugoga. Komenzalizam je suZivot u kojem jedan organizam ima korist
od drugog, dok drugi nema takve koristi, ali ni Stet a mutualizam je odnos u kojem oba ¢lana
simbioze koriste jedan drugome. Primjer ovakvih odnosa su npr. bakterija Lactobacillus hordei
koja profitira od kvasca S. cerevisiae jer joj kvasac povecava dostupnost aminokiselina, dok
bakterija ublaZava kiseli stres kvasca metabolizmom arginina kojeg kvasac osigurava (Bechtner i
sur., 2019). Od ostalih primjera kompleksnosti i interakcija mikroorganizama kod proizvodnje
kefirnog napitka, istiCe se medusoban utjecaj bakterije L. hilgardii i kvasca Z florentina.
Dokazano je da su metaboliti kvasca odgovorni za dobrobit L. hilgardii, dok je rast Z. florentina

drasti¢no smanjen u uvjetima visih koncetracija mlijecne kiseline u podlozi (Stadie i sur., 2013).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.MATERIJALI

3.1.1. Radni mikroorganizmi

Za provodenje eksperimentalnog dijela zavrsnog rada upotrijebljena su zrnca kefirnog napitka
koja su odrzavana u Laboratoriju za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i

tehnologiju slada i piva, Prehrambeno — biotehnoloskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.

3.1.2. Hranjiva podloga

Kultura kefirnih zrnaca koja se koristila u ovom istrazivanju odrzavala se u vodenoj otopini
saharoze koncentracije 30 g L™ pri 25°C u Erlenmeyerovoj tikvici, bez dodatka susenog voca.
Ispitivanje utjecaja pH podloge na proizvodnju kefirnog napitka provedeno je u bioreaktoru s
mjeSalom pri ¢emu je koristena ista podloga kao i za odrzavanje inokuluma, s tim da je korisni

volumen bioreaktora bio 1 L.

3.1.3. Kemikalije

U Tablici 2. navedene su kemikalije potrebne za pripremu otopina i hranjivih podloga

koristenih u eksperimentalnom dijelu ovog zavrsnog rada, te njihova cistoca i proizvodac.

Tablica 2. Kemikalije za pripremu otopina i hranjivih podloga te njihova Cistoca i proizvodac

Kemikalija Cistoca Proizvodac
Saharoza 99+% Liofilchem, Italija
Natrijev hidroksid 99+% Merck KGaA, Njemacka
Cinkov sulfat heptahidrat p.a. Gram-Mol, Hrvatska
Sumporna kiselina Za UPLC, 96% Merk, Njemacka




3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Popis aparature i pribora

- analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)

- centrifuga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- centrifuga SL 8R ThermoScientic (Waltham, Massachusetts, SAD)
- centrifuga Bechman (Model J-21B)

- hladnjak i zamrzivac (Bosch, Njemacka)

- susionik Instrumetaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska)

- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- termostat ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)

- tresilica Certomat RM B.Braun Biotech International, Njemacka

- UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity II, Santa Clara, SAD

3.1.4.2. Uredaj za provodenje tekucinske kromatografije ultra-visoke djelotvornosti

(UPLC)

Uredaj za tekudinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti, (UPLC Agilent Technologies
1290 Infinity II, Santa Clara, SAD), sadrzi pumpu (G7104A 1290 Flexible Pump), uzorkivaca
(G7129B 1290 Vialsampler) te pecnicu, analiticku kolonu (Rezex ROA-Organic Acid H+,
Phenomenex) Cije su dimenzije 150x7.8 mm s odgovaraju¢im predkolonama, detektor indeksa
loma (G7162A 1260 RID) i racunalni program za kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao mobilna

faza koristena je 0.0025 M otopina sumporne kiseline. Volumen analiziranog uzorka iznosio je

10 pL, a protok mobilne faze bio je (0.0025 M H,S0,) 0.6 mL min™.
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema hranjive podloge za odrzavanje kulture kefirnog napitka

Hranjiva podloga koriStena u oba eksperimenta pripremljena je na nacin da se u 2 L obi¢ne
vodovodne vode otopilo 60 g konzumnog Secera, saharoze, bez dodatka susenog voca.

3.2.2. Proizvodnja kefirnog napitka u bioreaktoru s mijesalom pri pH

vrijednostima podloge od 4 i 5 pH jedinica

Utjecaj pH vrijednosti na proizvodnju kefirnog napitka ispitivan je u bioreaktoru s mijeSalom,
u hranjivoj podlozi dobivenoj na nacin da se u 1 L vodovodne vode otopilo 30 g saharoze.
Podloga se nije sterilizirala. Otopina je inokulirana s 10 % kefirnih zrnaca (m/V), pri ¢emu je u
konacnici dodano 100 g vlaznih zrnaca u 1 L podloge. Tokom ovog istrazivanja provedena su
dva eksperimenta pri sobnoj temperaturi i dvije razlicite pH vrijednosti podloge (pH = 4,
odnosno pH = 5). Konstantna pH vrijednost podloge odrzavana je na zadanoj vrijednosti
pomocu otopine NaOH (0,75 M), koja je pripremljena otapanjem 12 g NaOH u 400 mL H,0.
Doziranje luzine vrSeno je automatski preko sustava za regulaciju pH vrijednosti. Za analizu i
pracenje promjena tokom eksperimenta, izuziman je samo tekuéi dio hranjive podloge.
Uzorkovanje se vrSilo svakih 1 - 2 dana tijekom 11 dana uzgoja u kojem je pH vrijednost

podloge iznosila 5, odnosno 18 dana u slucaju kada je pH vrijednost podloge iznosila 4.
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3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Priprema uzorka za UPLC analizu

Svakih 1 do 2 dana provedeno je uzorkovanje supernatanta i provedena je UPLC analiza
uzoraka. Za njihovu pripremu iz bioreaktora je izuzeto 500 L tekuceg dijela podloge kojem je, u
Eppendorf kiveti od 1,5 mL, dodano 500 /L otopine cinkova sulfata heptahidrata koncentracije
100 g L (otopina je pripremljena otapanjem 5 g ZnSO4 u 50 mL destilirane vode). Tako
pripremljena otopina homogenizirana je pomocu vortexa te ostavljena 10 minuta da se istaloze
prisutni proteini u uzorku. Uzorak se nakon toga centrifugira tijekom 15 min pri brzini okretaja
od 1350 o min™. Po zavretku centrifugiranja, izuteto je 750 4L supernatanta i preneseno u
novu kivetu, u koju je prethodno dodano 750 /A destilirane vode. Dobivena otopina dodatno je
homogenizirana na vortexu te profiltrirana kroz filter Cija veliCina pora iznosi 0,2 tm. Svi
navedeni postupci provedeni su u 2 paralele. Ovako pripremljeni uzorci analizirani su

koriStenjem UPLC analitike.

3.3.2. Odredivanje suhe tvari kefirnih zrnaca

Udio suhe tvari kefirnih zrnaca odreden je prethodno i iznosi 13,77 %. Na kraju eksperimenta,
cjelokupna podloga iz bioreaktora podijeljena je u dvije kivete od 500 ml koje su zatim stavljene
na centrifugu tokom 20 minuta na 2000 o min™. Nakon centrifugiranja, supernatant je
dekantiran, a talog prenesen u prethodno izvagane i osusene petrijeve zdjelice. U slucaju
nezadovojavajue odvojenosti krutog i tekuceg dijela, dodatno je provedeno centrifugiranje
tijekom 20 minuta na 8500 o min™’. Talog iz kiveta dodan je prethodno izdvojenom talogu u
zdjelice koje su potom stavljene u susionik na susenje pri temperaturi od 80°C do ustaljenja
mase. Masa suhe tvari izracuna se na nacin da se od ustaljene mase petrijeve zdjelice sa suhom
tvari nakon susenja oduzme masa prazne petrijeve zdjelice.

Mgt = Mps - Mp; [9]
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Mg — Masa suhe tvari [g]
mns— Masa petrijeve zdjelice sa suhom tvari nakon susenja [g]

mp, — Masa prazne petrijeve zdjelice [g]

3.4. ODREDIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

U ovom poglavlju prikazan je nacin izraCunavanja kljucnih parametara promatranih tijekom

izrade ovog zavrsnog rada.

3.4.2. Prinos produkta ( Yp)
Yp = P-Py [g L]

P, - potetna koncentracija produkta [g L]

P - krajnja koncentracija produkta [g L]

3.4.4. Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yp/s)

_ (P-P)) _Yp 1
P/e= (5y5) ~ 1S lag7]

So, Po - pogetna koncentracija supstrata, tj. produkta [g L],

S, P - kona¢na koncentracija supstrata, tj. produkta [g L],
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom istrazivanju proucavan je utjecaj razli¢ite pH vrijednosti podloge na brzinu proizvodnje
i sastav kefirnog napitka. Uzgoj je proveden kod pH vrijednosti podloge pH = 4 i pH = 5.
Eksperimenti su provedeni u bioreaktoru s mijeSalom a korisni volumena iznosio je 1 L. Nakon
inokulacije nesterilne podloge kulturom kefirnih zrnaca, ukljucena je automatska regulacija pH
podloge pomodu sustava integriranog u bioreaktor. S obzirom da je realno bilo ocekivati
snizavanje, tj. pad pH vrijedosti podloge s vremenom, za odrzavanje zadane koncentracije H*
iona u podlozi koristena je prethodno pripremljena 0,75 M otopina NaOH. Takoder, sprjeCavanje
gradijenta koncentracije supstrata u podlozi kao i lokalne neujednacenosti pH vrijednosti
podloge osigurano je koriStenjem mijeSala. Broj okretaja je bio minimalan (35 o min™), u obje
fermentacije, s obzirom da je bilo potrebno osigurati anaerobne uvjete te izbje¢i mogucnost
povrsinske aeracije podloge. U slucaju kad je pH podloge iznosio 4, zabiljezeni su nesto loSiji
rezultati u usporedbi s eksperimentom kod pH podloge 5. Ovi rezultati u skladu su s nekim
sli¢nim istrazivanjima vezanim uz proizvodnju kefirnog napitka gdje je zabiljeZzen optimalan pH
podloge u rasponu od 4,5 — 5,5 pH jedinica. Kod nekih istrazivanja zabiljeZen je znacajniji pad
maksimalne specificne brzine rasta kefirnih zrnaca ve¢ kod pH vrijednosti podloge oko 4,5
(Plessas i sur.,2008). S obzirom da su kefirna zrnca ustvari sainjena od mnostva razlicitih
mikroorganizama (mikrobni konzorcij) utoliko je optimizacija uvjeta fermentacije zahtjevnija.
Naime, poznato je da kulturu kefirnih zrnaca sacinjavaju razliciti kvasci te mnogobrojne vrste
bakterija mlijene kiseline i octene bakterije. S obzirom da svi prisutni mikroorganizmi imaju
odredene koristi od ostalih prisutnih mikroorganizama (recimo bakterije mlije¢ene kiseline od
prisutnih kvasaca) moZzemo govoriti o odredenoj vrsti zajedniStva (mutualizam). Tako npr.,
stanice kvasca, u prvom redu Saccharomyces cerevisiae, su najzasluznije za iniciranje
fermentacije i vrlo su bitne u pocetnoj fazi proizvodnje kefirnog napitka. Poznato je da kvasac S.
cerevisiae posjeduje invertaznu aktivnost koja mu omogucuje koriStenje saharoze kao izvora
ugljika (Shafiq i sur., 2003). Upravo ta aktivnost omogucuje i svim ostalim mikroorganizmima
koriStenje glukoze, koja nastaje cijepanjem saharoze pomocu ovog enzima, kao i sintezu
mikrobnih metabolita. Takoder, s obzirom na ¢injenicu da je optimalan pH za rast stanica kvasca
S. cerevisiae u rasponu 4,5 — 5, a u ovom slucaju pH podloge je odrzavan oko 4, jasno je da ¢e
se taj pH odraziti i na samu aktivnost kvaséevih stanica te posljedni¢no i na samu dinamiku

bioprocesa. U usporedbi s fermentacijom gdje je pH podloge odrzavan oko 5, zabiljezeno je
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znatno sporije troSenje saharoze (Slika 4.) iz hranjive podloge te je nakon ukupnog vremena
trajanja bioprocesa od 18 dana, u podlozi zaostalo ne$to manje od 10 g L™ saharoze. Glukoza
koja nastaje cijepanjem molekule saharoze djelovanjem enzima, preferencijalan je izvor ugljika
kojeg mikroorganizmi odmah troSe dok fruktoza zaostaje u podlozi. Nakon 18 dana fermentacije
njena kona¢na kocentracija iznosila je oko 10 g L. S obzirom da je trend povecanja
koncentracija produkata kao Sto su mlije¢na i octena kiselina te etanol (Slika 5.) zabiljezen tek
nakon 8. dana uzgoja, moze se zakljuciti da inicijalno nisu postignuti aerobni uvjeti koji su nuzni
za njihov nastanak. S obzirom da je korisni volumen bio relativno mali (ukupni volumen
bioreaktora je 2,5 L), u reaktoru je uz tekucu fazu bila prisutna i plinska faza, koja je inicijalno
onemogucavala stvaranje anaerobnih uvjeta. Takoder, bitno je za napomenuti da je inokulum
koristen tijekom ovog istrazivanja odrZzavan u podlozi koja je sadrzavala samo vodovodnu vodu i
saharozu bez ikakvih drugih dodataka (siromasna na nutrijentima). Naime, poznato je da se kod
priprave kefirnog napitka u podlogu Cesto dodaje i suSeno voce, kao dodatan izvor nutrijenata
za prisutne mikoorganizme, te je u nekim istrazivanjima dokazan pozitivan ucinak tih istih
nutrijenata na dinamiku odvijanja bioprocesa kao i na koliCinu sintetiziranih produkata
metabolizma. U istraZivanju kojeg su proveli David Laureys i sur. (Laureys i sur., 2018), dokazan
je znacajan utjecaj koncentracije prisutnog kisika na mikrobioloSku raznolikost u kefirnom
napitku kao i utjecaj koncentracije prisutnih nutrijenata u hranjivoj podlozi na prisutnost i
zastupljenost razlicitih vrsta kvasaca i bakterija. Inicijalno niska koncentracija nutrijenata u
hranjivim podlogama koje su koristene u ovom istrazivanju, vrlo je vjerojatno dovela do
prevladavanja nekih vrsta bakterija mlijecno-kiselog vrenja (npr. Lactobacillus hilgardii, obligatno
heterofermentativna bakterija) u odnosu na ostale prisutne vrste mikroorganizama. Takoder, u
slicnim podlogama, zabiljezen je znatno manji udio kvasca S. cerevisiae u ukupnom broju
mikroorganizama, a povecan je udio zivih stanica kvasca D. bruxellensis. Oba navedena
mikroorganizma, L. hilgardii kao i D. bruxellensis dokazano imaju sposobnost sinteze octene
kiseline (Laureyes i sur., 2018). U konacnici u slucaju kada je pH podloge odrzavan na vrijdnosti
4, ostvareni su slijededi pokazatelji uspjesnosti bioprocesa: Yeon = 0,5971 g L™, Yaueos =
0,0712 g L™, Yeuscoon = 0,6989 g L. Koeficijenti konverzije bili su Yeons = 0,0276 g g7,
Yasneoys = 0,0034 g g7, Yerscoorss = 0,0322 g g™, Udio suhe tvari pao je s pocetnih 13,77 % na
konacnih 6,98 %, Sto je u skladu s literaturnim navodima gdje je vrlo vjeojatno doslo do
odumiranja biomase zbog nepovoljne pH vrijednosti podloge i otpustanja polisaharida s
polisaharidnog matriksa (Rimada i Abraham, 2001).
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Slika 4. Promjene koncentracija saharoze i fruktoze u ovisnosti o vremenu za pH podloge 4
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Slika 5. Promjena koncentracije etanola, mlijecne i octene kiseline u ovisnosti o vremenu za pH

hranjive podloge 4
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U drugom eksperimentu, gdje je pH podloge takoder odrzavan konstantnim (pH = 5),
ostvareni su nesto bolji rezultati. Cijeli eksperiment je znacajnije krace trajao pri ¢emu je gotovo
u potpunosti utrosen izvor ugljika (Slika 6.). Glukoza je i u ovom slucaju bila preferencijalni izvor
ugljika pri ¢emu, nakon hidrolize saharoze, u podlozi zaostaje fruktoza. Ve¢ nakon tre¢eg dana
uzgoja moze se primijetiti osjetan porast koncentracije zastupljenijih produkata kao Sto su
etanol, glicerol, octena i mlijeCna kiselina (Slika 7.). S obzirom na identi¢an sastav podloge kao u
prethodnom slucaju, kao i na Cinjenicu da je podloga bila limitirana s dodanim izvorom hranjivih
nutrijenata, moguce je da je u jednom trenutku doSlo do prevladavanja nekih vrsta
mikroorganizama u podlozi, kao Sto su L. higardii i D. bruxellensis, koji su inaCe prisutni u
kefirnim zrncima. Iako smanjena kocentracija hranjivih tvari u podlozi pozitivho utjeCe na udio
octenih bakterija, zbog nedostatka kisika, vrlo vjerojatno je njihov doprinos ukupnoj
koncentraciji proizvedene octene kiseline bio minimalan s obzirom na anaerobne uvjete.
Takoder, kefirna zrnca mogu sadrzavati i neke vrste bifidobakterija. Naime neke od tih vrsta
posjeduju mogucnost metaboliziranja monosaharida posebnim metabolickim putem, tvz. ,bifidus
shunt-om" pri ¢emu nastaju produkti poput octene i mlije¢ne kiseline (Stadie, 2013). Tako npr.
bifidobakterija B. aquikefiri moze egzistirati u uvjetima limitacije nutrijentima i nizih pH
vrijednosti podloge. Uz sve navedeno, moguce je da je upravo njihov doprinos ukupno
proizvedenoj kolic¢ini octene i mlijeCne kiseline, najvedi. Na kraju ovog dijela istrazivanja
ostvareni su slijedeéi prinosi:Yeon = 1,6345 g L, Yesueos = 0,0701 g L™, Yerzcoon = 0,8320 g L?,
Yoy = 0,2644 g L™ te slijededi koeficijenti konverzije:Yerys = 0,0094 g g7, Yeons = 0,0582 g g,
Yansozs = 0,0025 g g™ i Yerscoonss = 0,0296 g g™, U konadnici, suha tvar iznosila je 2,05 %.
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Tablica 3. Pokazatelji uspjesnosti proizvodnje kefirnog napitka pri pH vrijednosti podloge 4

odnosno 5 pH jedinica

pH SO'S YEtOH | YC3H603 YCH3COOH YGLY YE'EOH/S YC3H6O3/S YCH3COOH/S YGLY/S
[gL'] | [gL™] | (gL' | [gL™ | [gL'1|[g9g'1| [9g']l | [9g'] | [9g']

4 | 21,68 | 060 | 0,07 | 0,70 0 0,03 | 0,003 0,03 0

5 | 2810 | 1,63 | 0,07 | 083 | 0,26 | 0,06 | 0,003 0,03 0,01
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenog eksperimentalnog rada i dobivenih rezultata opisanih u ovam zavrSnom

radu moze se zakljuciti:

1. Bioreaktor s mijeSalom moze se koristiti u proizvodnji kefirnog napitka pri ¢emu je
potrebno osigurati minimalan doticaj hranjive podloge s kisikom iz zraka te smanijiti
utjecaj povrsSinske aeracije.

2. Kod uzgoja provedenog pri pH podloge 4 jedinice, dobiveni su slijedeéi podaci: prinosi
produkata iznosili su Yeon = 0,60 g L, Yeueos = 0,07 g L, Yeuscoon = 0,7 g L7, a
koeficijenti konverzije bili su Yeors = 0,03 g g7, Yasueozs = 0,003 g g, Yerscoons = 0,03
gg™.

3. Kada je uzgoj proveden pri pH vrijednosti podloge od 5 jedinica, proizvedena je 171,67
% veca koncentracija etanola, 18,57 % veca koncentracija octene kiseline i veca
koncentracija glicerola (1,63 g L™ etanola, 0,83 g L™ octene kiseline, 0,26 g L™ glicerola).
Bolji pokazatelji uspjesnosti (koeficijenti konverzije: Yeiys=0,01 g g7, Yeorns=0,06 g g,
Yeh6035=0,003 g g™ i Yenscoons=0,03 g g?) i kraée vrijeme proizvodnje upucuju na
vaznost kvasaca prilikom proizvodnje kefirnog napitka.

4. pH vrijednost podloge jedan je od parametara koji utjeCu na proizvodnju kefirnog
napitka. S obzirom na kompleksnost sustava, s ciljem optimizacije proizvodnje, potrebno

je provesti daljnja istrazivanja.
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7. PRILOZI

7.1. JEDNADZBE BAZDARNIH PRAVACA POMOCU KOJIH SU ODREDENE
KONCENTRACIJE SUPSTRATA I PROIZVODA UPLC ANALIZOM

Tablica 4. JednadZbe bazdarnih paravaca za odredivanje koncentracija spojeva UPLC analizom

Spoj Retencijsko vrijeme, | Jednadzba bazdarnog pravca R%(-)
tr(min)

Mlijecna kiselina 7,138 A = 155475 ycspe03 — 1042,7 0,9999
Octena kiselina 7,983 A = 76519 Ycuzcoon + 1025,5 0,9999
Etanol 9,598 A = 100677 Veon) + 1658,9 0,9996
Glicerol 7,181 A = 133462 ygy + 5844,6 0,9997
Fruktoza 5,624 A = 112342 VYrnktoza + 23079 0,9999
Manitol 6,193 A = 161699 Ymanitol + 25269 0,9998
Glukoza 5,114 A = 141110 VYgukoza + 26565 0,9989
Saharoza 4,436 A = 135868 Ysaharoza + 30686 0,9984

A - povrsina



7.2. POPIS KRATICA

Tablica 5. Popis kratica koriStenih u ovom zavrSnom radu

Kratica Opis kratice Mjerna jedinica

Yeton Prinos etanola [gL!]

Y 31603 Prinos mlije¢ne kiseline [gL]

Y cH3cooH Prinos octene kiseline [gL!]

Yery Prinos glicerola gL

Yetons Koeficijent konverzije [gg?]
supstrata u etanol

Yc3h603/5 Koeficijent konverzije [gg?]
supstrata u mlijecnu kiselinu

Y cHacooH/s Koeficijent konverzije [gg?]
supstrata u octenu kiselinu

Yovy/s Koeficijent konverzije [gg?]
supstrata u glicerol




Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi
nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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