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1. UVOD

U danasnje vrijeme s razvojem ubrzanog nacina Zivota sve se viSe paznje posvecéuje zdravoj
prehrani. Pritom se Cesto tezi brzim rjeSenjima i namirnicama koje pridonose blagotvornom ucinku
na zdravlje. Jedan od takvih proizvoda je i kefirni napitak. Povezuje ga se s probiotickim,
protuupalnim, antioksidativnim te antibakterijskim djelovanjem (Lynch i sur., 2019). Mnogi se
pozitivni ucinci kefirnog napitka vezu upravo uz fermentacijsko djelovanje bakterija mlijecne
kiseline i kvasaca koji proizvode bioaktivne komponente poput polisaharida i peptida (Lynch i sur.,
2019).

Podrijetlo kefirnog napitka nije poznato, ali postoje opisi zrnaca prema kojima bi se dalo
naslutiti da je rije¢ upravo o zrncima kefirnog napitka. Tako primjerice postoji teorija da je tzv.
biljka dumbirovog piva (engl. Ginger-beer Plant) donesena od strane britanskih vojnika iz
Krimskog rata. Druga pak teorija povezuje zrnca (tzv. Tibi zrnca) s meksickim kaktusima roda
Opuntia s ¢ijih su listova skinuta. Danas se za kefirni napitak koriste mnogi sinonimi kao §to su
primjerice ,kalifornijske pcele®, ,africke pcele®, ,,ale orasi“, ,,japanske sjemenke piva“ ili pak

,»Secerna zrna kefira™ (Stadie, 2013).

Obzirom da postoji trziSte na koje bi se mogli plasirati ovakvi fermentirani proizvodi,
potrebno je istraziti i optimizirati sam proces industrijske proizvodnje. Buduci da je proizvodnja jos
uvijek nedovoljno istrazena, svrha ovog rada bila je upravo pribliziti jedan od nacina proizvodnje u
vecem mjerilu. Istrazivanje je provedeno u horizontalnom rotirajuéem biorekatoru koriStenjem

razli¢itih brzina i razlicitog tipa rotacije.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KEFIRNI NAPITAK

Kefirni napitak je pi¢e blago slatkog, kiselkastog okusa i voéne arome, zuckaste boje,
pjenusavo i blago alkoholno. Dobiva se inokulacijom kefirne kulture u vodu kojoj je dodan
konzumni $ecer. Zrnca kefirnog napitka ¢ine zdruzeni mikroorganizmi odnosno razne vrste bakterija
i kvasaca. Zrnca su poglavito izgradena od dekstrana koji je graden od glukoznih podjedinica
povezanih a-(1,3) i a-(1,6) glikozidnim vezama. Otopina fermentira 2-4 dana pri sobnoj temperaturi
u anaerobnim uvjetima nakon ¢ega se zrnca izdvajaju iz napitka te se mogu Koristiti u drugom
postupku fermentacije (Laureys i De Vuyst, 2014). Kao izvor faktora rasta za mikroorganizme
nerijetko se u podlogu dodaje suseno voce kao §to su primjerice smokve, datulje i grozdice dok se

limun dodaje za poboljsanje arome (Moinas i sur., 1980).

Proizvodnja kefirnog napitka odvija se uglavnom na razini kucanstva pri ¢emu se kefirna
zrnca prenose od osobe do osobe zahvaljujuéi Cinjenici da se biomasa umnoZzava tijekom
fermentacije (Laureys i De Vuyst, 2014). S druge strane, industrijska proizvodnja nije zazivjela
buduc¢i da je tesko kontrolirati proces fermentacije zbog kompleksnog sastava mikrobne biomase u
kefirnim zrncima. Pritom nastaju razli¢iti krajnji produkti, a problem takoder moze predstavljati i

odumiranje biomase (Laureys i De Vuyst, 2017).

Poznatiju inacicu kefirnog napitka predstavlja mlijecni kefir. Njegova su zrnca gradena od
proteina, raznih stani¢nih elemenata te polisaharida kefirana koji je pak sastavljen od glukoznih i
galaktoznih monomernih jedinica. U sluc¢aju mlije¢nog kefira fermentaciju osim bakterija i kvasaca
provode i filamentozne plijesni. Zrnca je moguce konzervirati susenjem te ih nanovo Koristiti
(Pogaci¢ i sur., 2013).



2.2. MIKROBNI SASTAV ZRNACA KEFIRNOG NAPITKA

Zrnca vodenog kefira ¢ine razli¢iti mikroorganizmi od kojih klju¢nu ulogu u fermentaciji
imaju bakterije mlije¢ne kiseline (BMK), primjerice vrste Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
nagelii i Lactobacillus paracasei te kvasci vrste Saccharomyces cerevisiae. Glavni je supstrat
saharoza koju mikroorganizmi konvertiraju u egzopolisaharidni matriks, etanol, mlije¢nu kiselinu,
octenu Kkiselinu, ugljikov dioksid, glicerol, manitol te razne aromatske spojeve (Laureys i De Vuyst,
2017). Osim navedenih produkata, tijekom proizvodnje vodenog kefira na saharozi mogu nastati i
razni esteri te visi alkoholi kao rezultat djelovanja prisutnih kvasaca (Laureys i De Vuyst, 2017).
Kvantificirani su primjerice acetaldehid, 1-propanol, 3-metil-1-butanol, etil-butirat, izoamil-acetat i
butanol (Kurtoi¢, 2020).

Broj bakterija mlijecne kiseline prisutnin u zrncima kefira iznosi oko 108 stanica/g,
bakterija octene kiseline 10° -10® stanica/g, a broj kvasaca varira u rasponu od 10°-10" stanica/g
(Gulitz i sur., 2011). Takoder, u zrncima su nedavno otkrivene i neke vrste bifidobakterija (Gulitz i
sur., 2013).

2.2.1. Bakterije mlije¢ne kiseline

Bakterije mlijecne kiseline su Gram-pozitivne bakterije, najéesce Stapicastog ili sfericnog
oblika koje se pojavljuju same ili u skupinama/lancima. Koriste ugljikohidrate kao izvor energije pri
¢emu kao glavni Krajnji produkt metabolizma nastaje mlije¢na kiselina. BMK se tradicionalno
koriste kao starter kulture u procesima prerade mlijeka, mesa, povréa pri ¢emu preradeni proizvodi
imaju nisku pH vrijednost radi proizvedene mlije¢ne kiseline $to djeluje inhibiraju¢e na mnoge
druge mikrobne vrste sprjeCavajuéi pritom kvarenje proizvoda (Axelsson, 2004). U kefirnim
zrncima pronadene vrste BMK pripadaju poglavito rodovima Lactobacillus i Leuconostoc (Gulitz i
sur., 2013).

S obzirom na kona¢ne produkte, kod ovih bakterija se razlikuju homolakti¢na i
heterolakti¢éna fermentacija pri ¢emu homofermentativne vrste BMK prevode heksoze Embden-

Meyerhoff-Parnas putem (glikolizom) do laktata kao glavnog produkta u uvjetima suviska supstrata.
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Heterofermentativne BMK s druge strane, metaboliziraju heksoze i/ili pentoze pentoza fosfatnim
putem do ekvimolarnih koli¢ina laktata, etanola i acetata (Stadie, 2013). U tablici 1 prikazane su

najées$¢e homo- i heterofermentativne vrste BMK u kefirnim zrncima.

Tablica 1. Homo- i heterofermentativne vrste bakterija mlije¢ne kisleine u zrncima vodenog kefira

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

Homofermentativhe BMK Heterofermentativhe BMK
Lactobacillus hordei Lactococcus mesenteroides
Lactobacillus nagelii Lactococcus citreum

Lactobacillus casei Lactobacillus hilgardii

Lactobacillus satsumensis

Na slici 1 prikazana je homolakti¢na fermentacija glukoze do laktata. Homofermentativne
BMK glukozu razgraduju glikolizom do piruvata koji se potom reducira uz pomo¢ enzima laktat
dehidrogenaze do laktata uz oksidaciju NADH u NAD". Ukoliko nema limitacije izvorom ugljika,
iz jedne molekule glukoze dobivaju se dvije molekule mlije¢ne kiseline i dvije molekule ATP-a

(Stadie, 2013; Axelsson, 2004).

Kod heterolakti¢ne fermentacije (Slika 2) glukoza se oksidativnim ogrankom pentoza
fosfatnog puta prevodi do ksiluloza-5-fosfata koji se u reakciji fosfoketolaze cijepa na gliceraldehid-
3-fosfat i acetil-fosfat. Gliceraldehid-3-fosfat se dalje reakcijama glikolize prevodi do piruvata koji
potom reducira u laktat. Dobiveni acetil-fosfat se prevodi u acetil-CoA koji se potom reducira sve
do etanola uz regeneraciju reduciranih koenzima NADH oksidacijom u NAD* (Stadie, 2013;
Axelsson, 2004). U slu¢aju metabolizma pentoza ne dolazi do redukcije koenzima te se stoga nastali

acetil-fosfat prevodi direktno u acetat djelovanjem acetat-kinaze (Géanzle, 2015).
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2.2.2. Bakterije octene kiseline

Bakterije octene kiseline (BOK) su Gram-negativne, nesporogene bakterije Stapicastog i
okruglog oblika. Obligatni su aerobi te se mogu naéi u razli¢itim staniStima koja sadrze
fermentabilne Secere. Porodica je podijeljena u dva roda — Acetobacter i Gluconobacter. Vrste roda
Acetobacter preferiraju staniSta bogata etanolom, a vrste roda Gluconobacter preferiraju ona

bogatija na ugljikohidratima (Raspor i Goranovi¢, 2008).

Bakterije iz roda Acetobacter mogu proizvoditi etanol koji potom djelovanjem membranski
vezanih enzima alkohol-dehidrogenaze i acetaldehid-dehidrogenaze prevode u octenu kiselinu.
Ukoliko je u podlozi ve¢ prisutan etanol, dolazi do represije citratnog ciklusa zbog ¢ega se odvija
nepotpuna oksidacija octene kiseline. Nakon §to se iz podloge iscrpi sav etanol, vrste roda
Acetobacter oksidiraju octenu kiselinu do ugljikovog dioksida i vode. S druge strane vrste roda
Gluconobacter ne posjeduju enzime citratnog ciklusa te uopée ne mogu potpuno razgraditi octenu
kiselinu ve¢ energiju dobivaju nepotpunom oksidacijom ugljika ili alkohola te pritom sintetiziraju

razli¢ite kiseline, npr. glukonsku kiselinu iz glukoze (Stadie 2013; Jakob i sur., 2012).

Vrste roda Acetobacter u danasnje vrijeme imaju vaznu ulogu u industrijskoj proizvodnji
octa, ali s druge strane predstavljaju kontaminante u nekim drugim vrstama fermentacija (Gullo i
sur., 2014).

U odnosu na BMK, octene bakterije su manje zastupljene u kefirnom napitku pri ¢emu
njihov udio iznosi od 3-10 % ukupne bakterijske populacije. Najzastupljenije vrste ovih bakterija u

zrncima vodenog kefira su Acetobacter fabarum i Acetobacter orientalis (Gulitz i sur., 2011).

2.2.3. Bifidobakterije

Bifidobakterije spadaju u skupinu Gram-pozitivnih bakterija, nepokratne su, Stapicaste, ne
stvaraju spore te su obligatni anaerobi. Obzirom da im je glavni produkt metabolizma ugljikohidrata
laktat, neko¢ su bili klasificirani u skupinu BMK, ali su danas zbog filogenskih i metabolickih

razlika u odnosu na BMK smjestene u zasebnu skupinu (Ballongue, 2004).



Metaboli¢ki put Bifidobacterium vrsta razlikuje se od homo- i heterofermentativnog puta

kod BMK i naziva se ,, bifidus shunt*“ Koji je prikazan na slici 3.

glukoza glukoza
f<‘+ ADP K; ADP
glukoza-6-fosfat glukoza-6-fosfat
fruktoza-6-fosfat fruktoza-6-fosfat
s
acetil-fosfat eritroza-4-fosfat

I

ADP
!

2 ksiluloza-5-fosfat

acetat }/ 2P,

2 acetil-fosfat 2 gliceraldehid-3-fosfat
2 ADP
- i ] 4 ADP
a2
2 acetata
2 laktata

2 glukoza + 5 ADP + 5 Pi = 2 laktat + 3 acetat + 5 ATP

Slika 3. ,,Bifidus shunt* kod bifidobakterija (prema Stadie, 2013)



Bifidobakterije za razliku od BMK imaju enzim fruktoza-6-fosfat-fosfoketolazu koji im
omogucuje fosforolitiCko cijepanje fruktoza-6-fosfata na acetil-fosfat i eritroza-4-fosfat (Eckel i
sur., 2019). U metabolicki put ulaze dvije molekule glukoze koje se fosforilraju te izomeriziraju u 2
molekule fruktoza-6-fosfata. Prva se molekula fruktoza-6-fosfata cijepa na acetil-fosfat i eritrozu-4-
fosfat. Nastali acetil-fosfat se defosforilira u acetat, a eritroza-4-fosfat ulazi u reakcije pregradnje s
drugom molekulom fruktoza-6-fosfata iz kojih na posljetku nastaju dvije molekule ksiluloza-5-
fosfata. One se potom cijepaju na dva gliceraldehid-3-fosfata i dva acetil-fosfata iz kojih na posljetku
defosforilacijom nastaju dva acetata i dva laktata (Eckel, 2020).

U kefirnim zrncima bifidobakterije su znatno manje prisutne od BMK, a najéesc¢e vrste su
Bifidobacterium aquikefiri i Bifidobacterium tibiigranuli. Njihova uloga u mjesovitoj kulturi zrnaca

zasad nije u potpunosti razjasnjena (Xu i sur., 2019).

Ove bakterije vazan su dio ljudskog i zivotinjskog probavnog trakta gdje imaju probiotic¢ki
ucinak 1 vaznu ulogu u obnavljanju crijevne mikroflore kod osoba koje su uzimale antibiotike u
terapiji (Stadie, 2013). Proizvode inhibitorne spojeve (kiseline s niskom vrijednosti pH) Koji
sprje¢avaju rast patogenih bakterija (KrSev, 1996). Takoder mogu proizvoditi i bakteriocine te
blokirati adhezijske receptore za patogene i razne toksi¢ne spojeve zbog ¢ega imaju blagotvoran

uc¢inak na zdravlje (Collado i sur., 2005).

2.2.4. Kvasci

Kvasci su eukariotski jednostaniéni mikroorganizmi koji se razmnoZavaju pupanjem.
Svrstavaju se u carstvo gljiva te su ve¢im dijelom mezofili. Neke vrste iz rodova Saccharomyces i
Zygosaccharomyces su psihrofili i mogu rasti pri temperaturama od tek 2 °C. Postoje i termofilne
vrste koje preferiraju temperature vise od 40 °C, primjerice Candida austromarina (Kurtzman i sur.,
2011). Mogu rasti u Sirokom rasponu pH vrijednosti od pH 4,5 — 7,0 dok ih je velik broj otporan i
na vrlo niske pH vrijednosti (Guerzoni i sur., 2013).

Kvasci kao glavni izvor energije koriste glukozu koju glikolizom u aerobnim uvjetima
prevode do piruvata u citosolu uz redukciju NAD* u NADH. lako Saccharomyces cerevisiae ne

moze transportirati saharozu u stanicu, on sadrzi topivi enzim invertazu koja cijepa saharozu na
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glukozu i fruktozu za koje postoje transportni sustavi, permeaze, te ih na taj nacin moze koristiti kao
izvore ugljika (Shafig i sur., 2003). Piruvat nastao glikolizom se iz citosola transportira u
mitohondrij te prevodi u acetil-CoA koji potom ulazi u citratni ciklus (TCA). Reducirani koenzimi
NADH i NADH:> dobiveni tijekom glikolize i TCA reoksidiraju se u respiratornom lancu pri ¢emu
se oslobodena energija koristi za sintezu energije u obliku molekula ATP-a (Stadie, 2013; Feldmann,
2005). Citratni ciklus predstavlja 1 katabolicki put za proizvodnju energije, ali i anabolicki put jer u
njemu nastaju intermedijari potrebni za sintezu aminokiselina i nukleotida odnosno za sintezu tvari
arome (Feldmann, 2005). U aerobnim uvjetima kada je u podlozi prisutna visoka koncentracija
supstrata (2-5 g/L) dolazi do tzv. ,,.Crabtree-evog efekta* gdje visak glukoze djeluje inhibitorno na
enzime citratnog ciklusa i respiratornog lanca zbog ¢ega dolazi do nakupljanja piruvata nastalog
glikolizom. Taj se piruvat zatim prevodi u etanol u procesu alkoholne fermentacije uz oksidaciju
NADH iako su uvjeti aerobni (Stadie, 2013).

U vodenom kefiru Ceste su vrste i Zygosaccharomyces koje su osmotolerantne i mogu rasti
u podlogama s visokim koncentracijama Se¢era od oko 90 g/L i niskom koncentracijom
aminokiselina $to je Cest slucaj u proizvodnji kefirnog napitka. lako je zabiljezeno da mogu

uzrokovati kvarenje hrane, ovi su kvasci pozeljni u fermentaciji vodenog kefira (Stadie, 2013).

2.3. SASTAV EGZOPOLISAHARIDNOG MATRIKSA

Polisaharidi su spojevi visoke molekularne mase te se sastoje od mnostva monosaharida
povezanih glikozidnim vezama. U prirodi imaju razli¢ite funkcije te tako neki sluze kao tvari koje
tvore strukture poput celuloze i hitina, dok drugi mogu sluziti kao rezervne tvari (Skrob, glikogen)

ili tvari koje vezu vodu (agar, pektin) (Stadie, 2013).

Egzopolisaharidi (EPS) predstavljaju polisaharide koje mikroorganizmi tvore izvan stanice.
Ti polisaharidi izgraduju zrnca koja mogu posluziti kao skladiste hranjivih tvari, kao zastita od
dehidracije ili pak toksina i osmotskog stresa, ali i kao sredstvo za imobilizaciju stanica prisutnih

mikroorganizama (Stadie, 2013).

Prema Zannini i sur. (2016), obzirom na sastav gradivnih jedinica, egzopolisaharid se dijele

na heteropolisaharide sastavljene od razli¢itih monomera te na homopolisaharide sastavljene od
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jedne vrste monomera. Tako se primjerice EPS-i sastavljeni od glukoze nazivaju glukani dok su oni
sastavljeni od fruktoze fruktani. Glukani se takoder dijele i ovisno o vrsti veza izmedu monomernih
jedinica pa tako postoje dekstrani (a-1,6-veze), mutani (1,3- i 1,6- veze), alternani (naizmjeni¢ne
1,3-11,6- veze) te reuterani (1,4- i 1,6-veze). Fruktani se dijele na one levanskog tipa (5-2,6- veze)
te inulinskog tipa (5-2,1- veze).

Kao glavni proizvodaci glukana i fruktana iz saharoze navode se bakterije mlije¢ne kiseline
(Korcz i Varga, 2021). U kefirnom napitku od egzopolisaharida najvise ima dekstrana, ali pronadeni
su i fruktani levanskog tipa (Fels i sur., 2018).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Radna kultura

Tijekom ovog istrazivanja koriStena su kefirna zrnca iz privatnog uzgoja. Kefirna zrnca su

odrzavana u Laboratoriju za biokemijsko inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju

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

3.1.2. Kemikalije

U tablici 2 nalazi se popis kemikalija koriStenih u ovom radu za pripremu hranjivih podloga

i otopina te njihova ¢istoca i naziv proizvodaca.

Tablica 2. Cistoé¢a i podrijetlo kemikalija za pripremu hranjivih podloga i otopina

Kemikalija
Saharoza
Glukoza
Fruktoza
Octena Kiselina
Manitol
Glicerol
Etanol

DL-Mlije¢na Kkiselina

Cistota
99+ %
99+ %
99+ %
99+ %
99+ %
> 98 %
99 %
85 %

Proizvodacd
Liofilchem, Italija
Fisher BioReagents, SAD
Fisher BioReagents, SAD
Liofilchem, Italija
Molekula, UK
Acros Organics, SAD
Acros Organics, SAD
Sigma-Aldrich,SAD
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3.1.3. Hranjive podloge

Hranjiva podloga koriStena za umnazanje biomase kefirnih zrnaca te uzgoje u staklenkama
i bioreaktoru predstavlja vodenu otopinu saharoze razli¢itih koncentracija. Za potrebe umnazanja
kefirnih zrnaca kao i za sve druge uzgoje, vodena otopina saharoze nije bila sterilizirana. Bitno je
za napomenuti da tokom ovog istrazivanja podloga nije sadrzavala nikakve druge sastojke osim

konzumnog Secera i vodovodne vode.

3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB)

Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor (HRCB) je konstruiran kao cilindri¢na posuda od
nehrdajuceg celika ukupnog volumena 30 L. Postavljen je na leZajeve koji omogucuju rotaciju
cijelog bioreaktora. Opremljen je sustavom za regulaciju rotacije. Duljina mu je 0,60 m, a unutarnji
promjer 0,25 m. Na stijenkama u unutra$njosti bioreaktora nalaze se dvije lopatice dimenzija 0,04

m visine 1 0,60 m duljine koje osiguravaju bolje mijeSanje 1 homogenizaciju sadrzaja.

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

Uredaj za teku¢insku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (UPLC Agilent
Technologies 1290 Infinity 1I, Santa Clara, SAD) sastoji se od pumpe (G7104A 1290 Flexible
Pump), uzorkivaca (G7129B 1290 Vialsampler) i peénice, analiticke kolone (Rezex ROA-Organic
Acid H+, Phenomenex) dimenzija 150x7,8 mm s odgovaraju¢im predkolonama, detektora indeksa
loma (G7162A 1260 RID) i raCunalnog programa za kromatografiju (OpenLAB CDS). Kao mobilna
faza koristena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline. Volumen analiziranog uzorka iznosio je 10

ML, a protok mobilne faze (0,0025 M H2SO4) 0,6 mL/min.
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3.1.4.3. Ostala aparatura

- tehni¢ka vaga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- analiticka vaga Acculab ALC210.4 (Njemacka)

- hladnjak i zamrziva¢ (Bosch, Njemacka)

- termostat ST-50 Instrumentarija (Zagreb, Hrvatska)

- centrifuga Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

- centrifuga Bechman (Model J-21B)

- centrifuga SL 8R ThermoScientic (Waltham, Massachusetts, SAD)

- suSionik Instrumetaria ST-50 (Zagreb, Hrvatska)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema hranjive podloge

Hranjiva podloga koriStena za umnazanje i odrzavanje Kefirnih zrnaca pripremljena je u
Erlenmeyer tikvici volumena 3 L na nacin da je 60 g konzumnog Secera odnosno saharoze dodano

u 2 L vodovodne vode pri ¢emu je koncentracija saharoze iznosila 30 g/L.

Za preliminarna istrazivanja gdje je cilj bio odredivanje optimalne koncentracije
inokuluma, koriStene su podloge u kojima je koncentracija saharoze iznosila 60 g/L. U velikoj tikvici
od 5 L pripremljena je podloga na nac¢in da je u 3 L vodovodne vode dodano 180 g Secera. Podloga
je potom rasporedena u 20 staklenih posudica ukupnog volumena 250 mL s poklopcem pri ¢emu je
korisni volumen podloge u svakoj iznosio 150 mL. Tijekom uzgoja su staklenke temperirane u

termostatu pri temperaturi od 25 °C.
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U dijelu istrazivanja u kojem je koristen horizontalni rotirajuci cijevni biorekator (HRCB),
podloga koncentracije Se¢era 30 g/L pripremljena je na nac¢in da je u 1,5 L vodovodne vode dodano
45 g saharoze. Podloga je s inokulumom prebacena preko lijevka u HRCB gdje se vrsio uzgoj pri

sobnoj temperaturi s obzirom da bioreaktor nije bio opremljen sustavom za regulaciju temperature.

3.2.2. Umnazanje biomase kefirnih zrnaca

Kefina zrnca bilo je potrebno umnazati kako bi se osigurale dovoljne koli¢ine biomase za
provodenje eksperimenata. Tekuca hranjiva podloga u kojoj je koncentracija saharoze iznosila 30
g/L, mijenjana je svaka 2-3 dana na nacin da su kefirna zrnca odvojena od podloge filtracijom,
isprana pod mlazom vode te kasnije vra¢ena u svjezu podlogu. Tikvica je bila zacepljena vatenim

Cepom i termostatirana na temperaturi od 25 °C.

3.2.3. Odredivanje optimalne koli¢ine inokuluma za proizvodnju kefirnog napitka

U preliminarnom istrazivanju provedena je proizvodnja kefirnog napitka s dvije razlicite
pocetne koli¢ine dodanih kefirnih zrnaca. Koncentracija saharoze u podlozi iznosila je 60 g/L buduci
da su istrazivanja pokazala da pri tim koncentracijama supstrata ne dolazi do inhibicije prisutnih
mikroorganizama (Kurtoi¢, 2020). Pripremljeno je 20 staklenki od 250 mL koje su napunjene sa 150
mL identi¢ne hranjive podloge koncentracije saharoze 60 g/L. Od toga je 10 staklenki inokulirano s
15 g, a preostalih 10 staklenki s 20 g zrnaca. Svaka 2-3 dana izuzimani su uzorci iz staklenki koji
su potom bili analizirani. Fermentacija je trajala 30 dana pri temperaturi od 25 °C koja se pokazala
kao optimalna za uzgoj (Piskor, 2020). Tokom cijelog vremena trajanja eksperimenta pracena je i
promjena pH vrijednosti. Na kraju fermentacije, kefirna zrnca iz staklenki s razli¢itim pocetnim
masama dodanog inokuluma su izuzeta iz preostale tekuce podloge te su centrifugirana i osusena do

konstantne mase kako bi se utvrdio udio suhe tvari na kraju uzgoja.
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3.2.4. Proizvodnja kefirnog napitka u HRCB-u

U drugom dijelu istrazivanja ispitana je mogucnost koriStenja horizontalnog rotirajuceg
cijevnog biorekatora (HRCB-a) u proizvodnji kefirnog napitka pri ¢emu je istrazivan utjecaj brzine
kao i vrste rotacije bioreaktora na tijek fermentacije. U bioreaktor ukupnog volumena 30 L dodano
je 1,5 L podloge koja je inokulirana s 10 % (m/V) inokuluma, na temelju zakljuc¢aka preliminarnog
istraZivanja, tako da je u kona¢nici u tekuc¢u hranjivu podlogu dodano 150 g vlaznih zrnaca kefirnog
napitka. Ukupno su provedena 3 eksperimenta s tri razliite brzine okretaja biorekatora (3, 51 7

okr/min). Eksperimenti su trajali do trenutka dok vise nije bilo znacajnije potro$nje Secera u podlozi.

Na temelju rezultata dobivenih u eksperimentima s konstantnom rotacijom, u daljnjem
istrazivanju s intervalnom rotacijom bioreaktora koriStena je brzina od 7 okr/min. Provedena su
ukupno dva eksperimenta pri ¢emu je u jednom sluc¢aju vrijeme rotacije iznosilo 3, a drugom 9
minuta. Preostalo vrijeme unutar jednog sata (57 odnosno 51 minutu) bioreaktor je bio u mirovanju.
Kao 1 u pethodnom slucaju, fermentacija je trajala do trenutka kada viSe nije bilo znacajnije
promjene koncentracije supstrata u podlozi. Tokom cijelog vremena trajanja eksperimenata, osim
promjene koncentracije supstrata, pracena je i promjena koncentracija svih nastalih produkata.
Takoder, pracena je i promjena pH vrijednosti podloge te je odreden udio suhe tvari zrnaca na

pocetku i kraju svakog uzgoja.

3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. UPLC analiza

Tijekom svih eksperimenata u sklopu ovog diplomskog rada izuzeti su tekuci uzorci
hranjive podloge u kojoj su se nalazila zrnca kefirnog napitka. U uzorcima su odredivane

koncentracije supstrata i produkata koji su nastali tokom fermentacije. Prethodno UPLC analizi
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uzorci su centrifugirani s ciljem uklanjanja proteina i ostalih komponenti koje bi mogle dovesti do

oStecenja kolone.

U dvije Eppendorf kivete, u paraleli je otpipetirano 500 wL tekuéeg dijela kefirnog napitka
1 500 L otopine cinkova sulfata heptahidrata koncentracije 100 g/L. Otopina je homogenizirana 20
sekundi pomoc¢u vibromjesaca te ostavljena 10 minuta da se istaloze proteini. Potom je uslijedilo
dodatno centrifugiranje tijekom 15 minuta na 13500 okr/min da bi se odvojio supernatant od ¢vrstog
dijela podloge. Po zavrsetku centrifugiranja otpipetirano je po 750 L otopine iz svake kivete u dvije
nove kivete te im je dodana jednaka koli¢ina demineralizirane vode kako bi se uzorci dodatno
razrijedili. Tako pripremljeni uzorci profiltrirani su kroz filter s porama veli¢ine 0,2 x#m i kao takvi

koristeni za UPLC analizu.

3.3.2. Odredivanje udjela suhe tvari biomase kefirnog napitka

Pocetni udio suhe tvari odredivan je na nacin da je izvagano 20 g vlaznih kefirnih zrnaca
koji su stavljeni u prethodno osuSenu i izvaganu Petrijevu zdjelicu. Nakon suSenja do konstantne

mase iz razlike pune i prazne Petrijeve zdjelice dobivena je masa suhe tvari u 20 g zrnaca.

U eksperimentima s razli¢itom koli¢inom dodanog inokuluma, suha tvar je odredena na
kraju bioprocesa na nacin da je sadrzaj staklenke preliven u prethodno izvagane Eppendorf kivete
od 50 mL i centrifugiran pri 8500 okr/min 10 minuta. Potom je odliven supernatant, a Kivete s
biomasom stavljene su u suSionik i susene do konstantne mase nakon ¢ega su ponovno izvagane te

je iz razlike u masi kivete zabiljeZena masa suhe tvari.

Kod eksperimenata u HRCB-u, na kraju fermentacije, kompletan sadrzaj bioreaktora je
ispraznjen i raspodijeljen u Sest plasti¢nih kiveta od 500 mL koje su zatim centrifugirane 20 min pri
5000 okr/min. Supernatant je dekantiran, a biomasa je Zlicom fizi¢ki prenesena u prethodno osusene
I izvagane Petrijeve zdjelice. Dodatno, eventualno zaostali dijelovi biomase iz prvog centrifugiranja,
isprani su i ponovno preneseni u prethodno osusene i izvagane Eppendorf kivete od 50 mL koje su
potom centrifugirane 10 min na 8500 okr/min. Supernatant je odbacen, a Kivete su zajedno s
Petrijevim zdjelicama stavljene u susionik na susenje pri 80 °C do konstantne mase. Nakon susenja

i hladenja u eksikatoru izraCunata je masa suhe tvari prema formuli:
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my=m2z-my [g] [1]
mx - masa suhe tvari [g]
m1 - masa prazne Petrijeve zdjelice ili Eppendorf kivete [g]

m; - masa Petrijeve zdjelice ili Eppendorf kivete sa suhom tvari nakon susenja [g]

3.4. ODREPIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

Kao pokazatelji uspjesnosti procesa za svaki uzgoj odredena je ukupna potroSnja supstrata,

prinos produkata, koeficijenti konverzije supstrata u produkt te produktivnost (Mari¢ i Santek,
2009).

3.4.1. Potrosnja supstrata (AS)
AS =S, —S|[g] [2]

So - pocetna koncentracija supstrata [g]

S — konac¢na koncentracija supstrata [g]

3.4.2. Prinos produkata (Yp)
Yp =P-P [0] [3]

Po - pocetna koncentracija produkta [g]

P - konacna koncentracija produkta[g]
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3.4.3. Koeficijent konverzije supstrata u produkt (Yps)

_(P-P)) AP Y,

Ye, = 50S) AS AS [8/8]

Yp — prinos produkta [g]

AS — potro$nja supstrata [g]

3.4.4. Produktivnost (Pr)

Yp
Pr=— [g/gdan]
ty

Yp — prinos produkta [g]

tu — ukupno trajanje uzgoja [dan]

[4]

[3]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U sklopu ovog diplomskog rada proucavan je utjecaj pocetne koli¢ine inokuluma na tijek i
dinamiku odvijanja postupka proizvodnje kefirnog napitka te mogucénost koristenja HRCB-a u
proizvodnji istog. U ovom poglavlju su prikazani i diskutirani rezultati dobiveni tijekom ovog

istrazivanja.

4.1. ODREPIVANJE OPTIMALNE KOLICINE INOKULUMA U PROIZVODNJI
KEFIRNOG NAPITKA

U ovom dijelu istrazivanja su prikazani rezultati dobiveni preliminarnim istrazivanjem u
staklenkama s razli¢itom poc¢etnom masom dodanog inokuluma. U jednom setu staklenki koristeno
je 10 % (m/V) dodanih kefirnih zrnaca, a u drugom 13 % (m/V). Koncentracija saharoze u podlozi
iznosila je 60 g/L temeljem rezultata prethodnih istrazivanja (Kurtoi¢, 2020), a fermentacija se

provodila pri temperaturi od 25 °C pri ¢emu su svaka 2-3 dana izuzimani uzorci za analizu.

coodieee kefirlSg
—@— kefir20 g

0 5 10 15 20 25 30 35
t [dan]

Slika 4. Promjena pH vrijednosti podloge u ovisnosti o vremenu kod eksperimenata u staklenkama

s razli¢itom pocetnom masom inokuluma
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1z rezultata prikazanih na slici 4 vidljivo je da pH vrijednost na pocetku uzgoja (0. dan)
iznosi 7,3 dok posljednji dan uzgoja (30. dan) pH vrijednost iznosi 3,1 za uzgoj s po¢etnom masom
kefirnih zrnaca od 15 g odnosno 2,92 za uzgoj s poc¢etnom masom zrnaca od 20 g. Dinamika
promjene ovog pokazatelja je sli¢na u oba eksperimenta iako je u slucaju dodatka vece koli¢ine
kefirnih zrnaca na pocetku fermentacije uocena nesto brza promjena sto je i logi¢no s obzirom na
vecu aktivnost prisutnih mikroorganizama. Smanjenje promjene pH vrijednosti u oba slu¢aja uo¢eno

je nakon 18 dana kultivacije.

Sli¢na dinamika uocena je i kod potroSnje supstrata (saharoze) u oba eksperimenta,
prikazano na slici 5. U sluc¢aju kada je pocetna koli¢ina inokuluma iznosila 20 g, na Kkraju
eksperimenta je utroSena veca koli¢ina supstrata. Daljnja nemogucnost potro$nje saharoze ima veze
s padom pH vrijednosti koja primarno utjece na sve prisutne mikroorganizme pa tako i1 kvasce koji

su odgovorni za hidrolizu glavnog izvora ugljika.
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Slika 5. Promjena koncentracije Secera u ovisnosti o vremenu kod eksperimenata u staklenkama s

razli¢itom pocetnom masom inokuluma
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Koncentracije produkata fermentacije prikazane su na slici 6. Vidljivo je kako su
koncentracije mlije¢ne kiseline, octene kiseline 1 etanola tijekom uzgoja bile vise kod onih uzgoja s
ve¢om pocetnom masom inokuluma. Tijekom preliminarnih istrazivanja nije bio zabiljezen nastanak
manitola dok je glicerol nastao u malim koli¢inama pred kraj uzgoja i iznosio je 0,37 g/L za uzgoj s
15 g odnosno 0,15 g/L za uzgoj s 20 g. Koncentracija etanola pocela se smanjivati pred kraj
fermentacije, $to je vrlo vjerojatno posljedica oksidacije u octenu kiselinu djelovanjem prisutnih
bakterija. U skladu s time na kraju eksperimenta zabiljezene su nesto viSe koncentracije octene

kiseline u podlozi.
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Slika 6. Promjene koncentracija produkata u ovisnosti o vremenu kod eksperimenata u

staklenkama s razli¢itom pocetnom masom inokuluma
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Slika 7. Promjena udjela suhe tvari u ovisnosti o vremenu kod eksperimenata u staklenkama s

razli¢itom poc¢etnom masom inokuluma

Sto se ti¢e promjene udjela suhe tvari (slika 7) vidljivo je kako je doslo do zna¢ajnijeg pada
udjela ako se usporedi pocetak, sredina i kraj eksperimenata. U oba slu¢aja, u eksperimentima s 15
i 20 g dodanih kefirnih zrnaca, doslo je do priblizno jednakog pada udjela, medutim ne$to manji
gubitak je uoCen nakon 15. dana u slucaju dodatka manje koli¢ine inokuluma. Na raspad
polisaharidnog matriksa mogla je utjecati primjerice niska vrijednost pH, a takoder je moguce da je
dio polisaharidnog matriksa, zbog stresnog okruzenja, iskoriSten od strane prisutnih
mikroorganizama kao dodatan izvor ugljika.

Pokazatelji uspjesnosti ovog dijela istrazivanja prikazani su u tablici 3. U slucaju vece
koli¢ine dodanog inokuluma ostvareni su nesto veéi prinosi produkata, koeficijenti konverzije te
produktivnost bioprocesa. Ocekivano, u tom slucaju utroSena je i veca koli¢ina supstrata. UKupno
gledano u ovom dijelu istrazivanja nisu uoéene znacajnije razlike kada je dodana veca koli¢ina

zrnaca na pocetku fermentacije pa je u daljnjim eksperimentima koristeno 10 % m/V zrnaca za

inokulaciju podloge.
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Tablica 3. Prikaz pokazatelja uspjeSnosti za uzgoje kod eksperimenata u staklenkama s razli¢itom

pocetnom masom inokuluma

Parametar / masa kefirnih zrnaca

4S8 [g]
Ye.n 0, (9]

Yer,coon [9]
Yeron (9]

Y Hg04 [9]
Yo t,06 9]
YC3H603/S [g/9]
Yer,coonys [9/9]
Yeconss [9/9]
Y, Hg04/5 (9]
Yo H,406/5 [g/9g]

Pr (C3He03) [g/g dan]
Pr (CH;COOH) [g/g dan]
Pr (EtOH) [g/g dan]
Pr (C3Hg03)[g/g dan]

Pr (CeH1406) [9/9 dan]

159

23,1399

0,2277

3,0880
1,5517
0,3689

0

0,0098
0,1335
0,0671
0,0160
0
0,0076
0,1030
0,0517
0,0123

0

209

31,0462

0,2862

3,6111
2,4076
0,1512

0

0,0092
0,1163
0,0775
0,0049
0
0,0095
0,1204
0,0802
0,0050

0
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4.2. PROIZVODNJA KEFIRNOG NAPITKA PRI KONSTANTNOJ VRTNJI HRCB-A

U ovome poglavlju su prikazani rezultati ostvareni prilikom proizvodnje kefirnog napitka
u HRCB-u pri konstantnoj brzini rotacije gdje su ukupno provedena tri eksperimenta s razli¢itim
brzinama okretanja (3, 5 i 7 okr/min). U eksperimentima je koristeno 10 % (m/V) inokuluma,
odnosno 150 g kefirnih zrnaca dodano je u 1,5 L hranjive podloge. Takoder, s obzirom da u
prethodnom istrazivanju saharoza na kraju fermentacije nije bila u potpunosti utroSena, u
eksperimentima u HRCB-u kori$tena je inicijalna koncentracija saharoze od 30 g/L. Kao i u svim
prethodnim eksperimentima, tokom cijelog vremena trajanja fermentacije pra¢ena je promjena
koncentracija supstrata i produkata UPLC analizom, promjena pH vrijednosti podloge te promjena

udjela mase suhe tvari. Uzgoji pri konstantnoj vrtnji HRCB-a su trajali 21, 15 te 13 dana.

4.2.1. Proizvodnja kefirnog napitka u HRCB-u pri konstantnoj brzini rotacije od 3 okr/min

t [dan]

Slika 8. Promjena pH vrijednosti podloge u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 3 okr/min
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Na slici 8 vidljivo je da je pH vrijednost kod uzgoja s konstantnom vrtnjom od 3 okr/min
nakon 7. dana pala s pocetne vrijednosti 7,54 na 4,65. Do kraja drugog tjedna uzgoja zabiljezen je
pad ispod 3 pH jedinice dok je zadnjih nekoliko dana uzgoja pH vrijednost bila priblizno konstantna
i1iznosila je 2,18. U usporedbi s preliminarnim istrazivanjima u staklenkama gdje pH vrijednost nije
od pocetka pocela naglo padati, iz ovih rezultata moze se zakljuciti da su u slucaju fermentacije u
HRCB-u postignuti bolji uvjeti za aktivnost mikroorganizama prisutnih u kefirnim zrncima.
Takoder, s obzirom na ¢injenicu da je bilo prisutno mijesanje tokom cijelog vremena trajanja

fermentacije osiguran je bolji prijenos mase u sustavu.
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Slika 9. Promjena koncentracija Secera u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije bioreaktora

pri brzini od 3 okr/min

Bitno je za istaknuti da se saharoza nije znacajnije tro$ila sve do 7. dana fermentacije (slika
9). Tada, s obzirom da je pH podloge bio povoljniji za aktivnost stanica kvasca, uo¢ena je nesto brza
potro$nja saharoze iz podloge da bi se pred kraj njena koncentracija ustalila na oko 20 g/L.
Generalno gledajuci cijeli bioproces je relativno dugo trajao, a razlog tome bi mogao biti nedostatak
nutrijenata koji se ina¢e dodaju kulturi kefirnih zrnaca da bi se pospjeSio njihov rast i sinteza

produkata. Takoder, dokazano je da upravo taj nedostatak nutrijenata te eventualna prisutnost kisika

26



ima znacajan utjecaj na mikrobioloski sastav kefirnih zrnaca te posljedicno i na koncentracije
pracenih produkata (slika 10) (Laureys i sur., 2018). Dobiveni rezultati su u skladu s prethodno
navedenim istrazivanjem te je i u naSem slucaju nedostatna koli¢ina nutrijenata zajedno s prisutnim
kisikom, ¢ija koncentracija nije pra¢ena tokom ovih eksperimenata, znacajno doprinijela
prevladavanju nekih vrsta bakterija i kvasaca u podlozi. U prvom redu bakterije mlije¢no-kiselog
vrenja Lb. hilagrdii te kvasca D. bruxellensis koji su inace prirodno prisutni u zrncima vodenog
kefira. Prevladavanje ovih vrsta mikroorganizama u podlozi znacajno utjeCe na konacan sastav
kefirnog napitka te je uoceno dulje trajanje bioprocesa te povecana proizvodnja octene kiseline u
odnosu na koli¢inu proizvedenog alkohola i mlije¢ne kiseline (Laureys i sur., 2018). Ovoj tezi ide u
prilog i ¢injenica da je upravo pri nizim pH vrijednostima zabiljezeno povecanje koncentracija
mlijecne i octene kiseline, a upravo je optimalan pH za rast Lb. hilgardii 4,3 — 4,6 (Waldherr i sur.,
2010) sto je relativno nisko pH podrucje kada je rije¢ 0 bakterijama mlije¢no-kiselog vrenja.
Nadalje, za neke vrste D. bruxellensis je dokazano da mogu prezivjeti pri pH podloge od samo 2 pH
jedinice (Laureys i sur., 2018). S obzirom da tokom cijelog vremena trajanja proizvodnje kefirnog
napitka nije uocena znacajnija koli¢ina proizvedenog etanola, vrlo vjerojatno nisu bili osigurani

optimalni uvjeti za rast i proizvodnju kvasca S. cerevisiae.
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Slika 10. Promjena koncentracija produkata u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 3 okr/min
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Ono §to je interesantno u dobivenim eksperimentalnim rezultatima vezano uz graf na slici
9 koji prikazuje promjenu dva produkta hidrolize saharoze - glukoze i fruktoze, jest da njihova
koncentracija nakon 10 dana pocinje rasti iako nisu postojali optimalni uvjeti za rast kvasaca S.
cerevisiae, a s time niti invertazna aktivnost. Ovakvi rezultati vrlo su vjerojatno povezani s
djelovanjem prethodno navedene bakterije Lb. hilgardii koja je jedna od nekoliko vrsta bakterija
koje dokazano imaju moguénost proizvodnje egzopolisaharida dekstrana pri ¢emu dolazi do

hidrolize saharoze i nastanka ovih produkata (Lynch i sur., 2021).
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Slika 11. Promjena udjela suhe tvari u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije bioreaktora pri

brzini od 3 okr/min

Udio suhe tvari na kraju uzgoja bio je 4,65 % manji u odnosu na poc¢etnu vrijednost (slika
11). Rezultati su u ovom slucaju bolji nego kod preliminarnih istrazivanja gdje je zabiljezen pad
udjela suhe tvari u iznosu od 11,25 % odnosno 11,36 % u odnosu na po¢etnu vrijednost (slika 7) sto
potkrepljuje Cinjenica da je moguce bila viSe izraZena aktivnost bakterija odgovornih za sintezu
EPS-a. Do raspada polisaharidne strukture zrnaca kefirnog napitka i u ovom je slu¢aju doslo zbog
nepovoljnih uvjeta, prvenstveno zbog niske pH vrijednosti podloge, a moguce i zbog konstantne
rotacije biorekatora (Davidovi¢ i sur., 2015).
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4.2.2. Proizvodnja kefirnog napitka u HRCB-u pri konstantnoj brzini rotacije od 5 okr/min

Na slici 12 prikazana je promjena vrijednosti pH tijekom konstantne vrtnje pri 5 okr/min
koja pada gotovo linerano s pocetne vrijednosti 7,52 na 2,45 nakon 15 dana uzgoja. PotroSnja

saharoze (slika 13) takoder se ubrzala nakon 7. dana kada je pH vrijednost iznosila otprilike 4,5.
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Slika 12. Promjena pH vrijednosti podloge u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 5 okr/min
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Slika 13. Promjena koncentracija Secera u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije bioreaktora

pri brzini od 5 okr/min
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Promjene navedenih parametara gotovo se poklapaju s promjenama zabiljezenim tijekom
uzgoja kod konstantne vrtnje HRCB-a pri brzini 3 okr/min. Vece razlike zabiljezene su samo kod
promjena koncentracija produkata. Tako je primjerice na slici 14 zabiljezen nastanak otprilike dva
puta vece koncentracije octene kiseline u odnosu na prijasnji uzgoj. Poznato je naime da su neke
vrste roda Acetobacter zasluzne za proizvodnju octene kiseline iz etanola u kefirnom napitku (Lynch
i sur., 2021). Ovoj ¢injenici ide u prilog i promjena koncentracije etanola u podlozi koji je na kraju
eksperimenta u potpunosti utroSen. Nastanak mlijecne kiseline zabiljezen je tek nakon 8. dana kada
je pH vrijednost iznosila otprilike 4 pH jedinice $to predstavlja pogodne uvjete za ve¢ spomenutu
bakteriju mlije¢no-kiselog vrenja Lb. hilgardii koja je vjerojatno i u ovom uzgoju bila zasluzna za
njen nastanak. Aktivnost ove bakterije o€ituje se i u promjenama koncentracija glukoze i fruktoze
koje su zabiljezene pred kraj fermentacije. Dokazano je da ima sposobnost proizvodnje EPS-a pri

¢emu nastaju slobodna glukoza i fruktoza (Laureys i sur., 2019).
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Slika 14. Promjena koncentracija produkata u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 5 okr/min
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Slika 15. Promjena udjela suhe tvari u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 5 okr/min

Udio suhe tvari minimalno se razlikuje u odnosu na prijasnji uzgoj te je doslo do smanjenja
od 4,51 % naspram pocetnog udjela sto je vidljivo na slici 15, §to je rezultat slican ostvarenom u

prethodnom eksperimentu.

4.2.3. Proizvodnja kefirnog napitka u HRCB-u pri konstantnoj brzini rotacije od 7 okr/min

Promjena pH vrijednosti tijekom konstantne rotacije HRCB-a pri 7 okr/min prikazana je na
slici 16. Nagli pad zabiljezen je ve¢ nakon drugog dana kada je iznosio oko 4 pH jedinice. Do kraja
uzgoja ta se vrijednost spustila do 2,06 pH jedinica Sto je ujedno i najniza zabiljezena vrijednost u
svim eksperimentima. Ovo je najvjerojatnije posljedica neSto vece mikrobne aktivnosti §to
potkrepljuje i ¢injenica da ovaj pad koincidira s brzom potrosnjom izvora ugljika kojeg je u podlozi
nakon 13 dana uzgoja zaostalo 8,4 g/L (slika 17).
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Slika 16. Promjena pH vrijednosti podloge u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 7 okr/min
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Slika 17. Promjena koncentracija Secera u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije bioreaktora

pri brzini od 7 okr/min
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Izvor ugljika utrosen je u prvom redu za sintezu octene kiseline Cije su koncentracije najvise
u ovom eksperimentu (slika 18), ali i u odnosu na ostale produkte. Blagi porast koncentracije ostalih

produkata kao $to su etanol i mlije¢na kiselina uoceni su pred kraj bioprocesa.
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Slika 18. Promjena koncentracija produkata u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije

bioreaktora pri brzini od 7 okr/min
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Slika 19. Promjena udjela suhe tvari u ovisnosti o vremenu kod konstantne rotacije bioreaktora pri

brzini od 7 okr/min
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Takoder, upravo je ovaj uzgoj karakteristican i po tome Sto je doslo do porasta suhe tvari
na kraju fermentacije u iznosu od oko 0,73 % (slika 19) tako da je vrlo vjerojatno dio supstrata
utroSen na sintezu egzopolisaharidnog matriksa. Ovaj rezultat je u skladu s ¢injenicom da je pred
kraj istrazivanja uoceno povecanje koncentracija produkata hidrolize saharoze - glukoze i fruktoze

iako je pH podloge bio nepovoljan za aktivnost stanica kvasca.

U tablici 4 sumarno su pokazani rezultati uspjesnosti bioprocesa proizvodnje kefirnog

napitka pri razli¢itim brzinama rotacije HRCB-a.

Tablica 4. Prikaz izracunatih procesnih parametara za uzgoje kod konstantne brzine rotacije

Parametar / brzina vrtnje 3 okr/min 5 okr/min 7 okr/min
A8 [g] 8,2374 8,6759 20,4854
Ye,ng0, 9] 0,0391 0,0395 0,0110
Yen,coon [9] 0,2245 0,5463 0,9969
Yeton [9] 0 0 0
Ye,ug0, 9] 0 0 0
Yeory,06 [9] 0 0 0
YC3H603/5‘ [9/9] 0,0047 0,0046 0,0005
Yen,coonys 19/91 0,0273 0,0630 0,0487
Yetonss [9/91 0 0 0
YC3H303/S [g] 0 O 0
Yooty 065 [9/9] 0 0 0
Pr (C3H¢03) [g/g dan] 0,0019 0,0026 0,00004
Pr (CH;COOH) [g/g dan] 0,0107 0,0364 0,0769
Pr (EtOH) [g/g dan] 0 0 0
Pr (C3Hg03)[g/g dan] 0 0 0
Pr (C¢H1406) [g/9 dan] 0 0 0

Generalno gledano, u ovom dijelu istrazivanja moZze se zakljuciti da je veca brzina okretaja
HRCB-a imala pozitivan ucinak i na proizvodnju kefirnog napitka i na kra¢e vrijeme trajanja
fermentacije. Bolje izmjeSavanje imalo je za posljedicu bolji prijenos nutrijenata i sprjecavanje

lokalnih gradijenata koncentracije kako supstrata tako i produkata. Ovo je vrlo vazno za napomenuti
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jer je na taj nacin sprijeen negativan utjecaj kiselina kao inhibitora na aktivnost prisutnih
mikroorganizama. Za bolji sastav kefirnog napitka na kraju fermentacije potrebno je provesti
dodatnu optimizaciju procesa s posebnim naglaskom na limitaciju izlozenosti procesa kisiku iz zraka
kao i osiguravanju svih nutrijenata koji znacajno utjeCu na mikrobioloski sastav zrnaca kefirnog

napitka pa tako i na sastav ciljanih produkata.

4.3. PROIZVODNJA KEFIRNOG NAPITKA KORISTENJEM INTERVALNE ROTACIJE

U ovom poglavlju su prikazani rezultati proizvodnje kefirnog napitka u HRCB-u
koristenjem intervalne rotacije. Intervalna rotacija provedena je na naéin da se biorekator okretao
odredenom brzinom unutar jednog sata pri ¢emu je ostatak vremena sustav bio u mirovanju.
Provedena su dva eksperimenta s vremenima rotacije od 3 i 9 minuta (57 i 51 minuta mirovanje).
Na temelju rezultata ostvarenih u eksperimentima s konstantnom rotacijom odlu¢eno je da ¢e se
koristiti brzina od 7 okr/min. I u ovim eksperimentima je koristeno 10 % (m/V) inokulumate 1,5 L
hranjive podloge pri ¢emu je poéetna koncentracija saharoze iznosila 30 g/L. Uzgoji su provedeni
na sobnoj temperaturi s obzirom na ¢injenicu da bioreaktor ne posjeduje sustav za regulaciju
temperature. Tokom cijelog vremena trajanja fermentacije pra¢ena je promjena koncentracije

supstrata i nastalih produkata UPLC analizom, vrijednost pH podloge te promjena udjela suhe tvari.

4.3.1. Proizvodnja kefirnog napitka u HRCB-u koriStenjem intervalne rotacije u trajanju od 3

minute pri brzini rotacije od 7 okr/min

U ovom dijelu istrazivanja zabiljezena je slicna dinamika odvijanja bioprocesa kao i u
eksperimentu s konstantnom rotacijom bioreaktora pri ¢emu je brzina rotacije iznosila 7 okr/min. U
usporedbi sa svim rezultatima koji su dobiveni tokom izrade ovog diplomskog rada, u ovom slucaju

zabiljezen je najvisi utroSak saharoze (slika 21).
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Slika 20. Promjena pH vrijednosti podloge u ovisnosti 0 vremenu kod intervalne rotacije

bioreaktora u trajanju 3 min/h
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Slika 21. Promjena koncentracija SeCera u ovisnosti o vremenu kod intervalne rotacije bioreaktora

u trajanju 3 min/h

36



Povecana mikrobna aktivnost vidljiva je na slici 22 gdje je koncentracija proizvedene
octene kiseline ¢ak 3 puta veca u usporedbi s uzgojem gdje je koriStena kontinuirana rotacija. U
prvih nekoliko dana fermentacije, s obzirom da je pH podloge bio u granicama optimalnim za rast
kvasca S. cerevisiae, pove¢ana mu je aktivnost $to je vidljivo po porastu koncentracija glukoze i

fruktoze u podlozi.
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Slika 22. Promjena koncentracija produkata u ovisnosti 0 vremenu kod intervalne rotacije

bioreaktora u trajanju 3 min/h

Daljnjim smanjenjem pH vrijednosti podloge (slika 20) smanjena je kvaséeva pa tako i
invertazna aktivnost pri ¢emu se glukoza u podlozi primarno troSi, a zaostaje fruktoza Cija je
koncentracija na kraju iznosila 10 g/L (slika 21). Uocen je i blagi porast koncentracije etanola u
dijelu dok je postojala kvaséeva aktivnost. S protekom vremena koncentracija mu se smanjuje S
obzirom da je doSlo do njegove oksidacije. Takoder, kao i u prethodnim eksperimentima, zbog
podloge siromas$ne na nutrijentima, i ovdje je vjerojatno doslo do prevladavanja nekih vrsta bakterija
mlijecno-kiselog vrenja, a moguce i kvasaca §to je ve¢ prethodno objasnjeno. Postotak suhe tvari
(slika 23) ostao je gotovo nepromijenjen §to znaci da nije doslo do znacajnije denaturacije niti

sinteze u datim uvjetima.
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Slika 23. Promjena udjela suhe tvari u ovisnosti o vremenu kod intervalne rotacije bioreaktora u

trajanju 3 min/h

4.3.2. Proizvodnja kefirnog napitka u HRCB-u koristenjem intervalne rotacije u trajanju od 9
minuta pri brzini rotacije od 7 okr/min

Posljednji eksperiment s intervalnom rotacijom proveden je na nacin da je brzina rotacije,
kao i u prethodnom sluc¢aju, iznosila 7 okr/min. Razlika izmedu ovog i prethodnog eksperimenta s
intervalnom rotacijom jest da je u ovom slucaju faza rotacije produzena za dodatnih Sest minuta te

je iznosila 9 minuta. Preostalo vrijeme, 51 minutu unutar jednog sata, sustav je bio u mirovanju.
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Slika 24. Promjena pH vrijednosti podloge u ovisnosti o vremenu kod intervalne rotacije
bioreaktora u trajanju 9 min/h

Dinamika 1 ostvareni rezultati su sli¢ni u usporedbi s prethodnim eksperimentom. Najveca
brzina potros$nje saharoze (slika 25) zabiljeZzena je u prvih 6 dana fermentacije nakon ¢ega njena
potro$nja znacajnije opada. Ovaj rezultat je posljedica znacajnijeg pada pH vrijednosti podloge
(slika 24) sto se primarno reflektira na aktivnost kvasca S. cerevisiae koji primarno omogucuje
koriStenje saharoze za sve prisutne mikroorganizme. Razlika izmedu ovog i prethodnog slucaja, gdje
je daljnja potro$nja glukoze zabiljezena i kod niskih pH vrijednosti, jest da nakon 6. dana kada je
pH podloge pao ispod 2,5 pH jedinica nije zabiljeZzena daljnja potrosnja produkata hidrolize
saharoze. Hidroliza se jednim dijelom nastavila, medutim znatno sporije i moguce da je to posljedica
djelovanja prisutnih bakterija mlije¢no-kiselog vrenja koje imaju sposobnost hidrolize tog

disaharida.
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Slika 25. Promjena koncentracija Secera u ovisnosti 0 vremenu kod intervalne rotacije bioreaktora

u trajanju 9 min/h
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Slika 26. Promjena koncentracija produkata u ovisnosti o vremenu kod intervalne rotacije

bioreaktora u trajanju 9 min/h
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S obzirom da nakon 6. dana nisu zabiljezene daljnje promjene produkata detektiranih u
tekuc¢em dijelu podloge, osim octene Kiseline (slika 26), o¢igledno je da je zbog prisutnih inhibitora
u podlozi mikrobna aktivnost svedena na minimum ili u potpunosti zaustavljena. Takoder, konacan
sastav podloge odgovara rezultatima sli¢nih istrazivanja gdje je utvrdeno da izlozenost kulture
kefirnih zrnaca zraku te podloga siromasna na nutrijentima uzrokuju veée omjere proizvedene
octene 1 mlijecne kiseline s obzirom na koli¢inu proizvedenog etanola. Za takav ishod odgovorne su
u prvom redu neke od vrsta prisutnih bakterija te kvasac D. bruxellensis za kojeg je utvrdeno da
moze rasti u podlogama s jako niskim pH vrijednostima (pH=2). Takoder, ovaj kvasac dokazan je
producent octene kiseline te je vjerojatno njegova aktivnost utjecala na konac¢nu koncentraciju u

podlozi.
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Slika 27. Promjena udjela suhe tvari u ovisnosti o vremenu kod intervalne rotacije bioreaktora u

trajanju 9 min/h

Na slici 27 se moze uociti porast udjela suhe tvari na kraju fermentacije od ¢ak 5,63 % u
odnosu na pocetnu vrijednost $to je najveéi zabiljeZeni udio tijekom svih uzgoja. Ovakav povecan
prinos suhe tvari mogao bi se objasniti kao odgovor mikroorganizama na stresne uvjete u podlozi
odnosno niske vrijednosti pH. U tablici 5 prikazane su vrijednosti procesnih parametara ostvarenih
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kod kori$tenja intervalne rotacije bioreaktora u proizvodnji kefirnog napitka. Potro$nja supstrata kao
1 prinosi produkata vidljivo su ve¢i za uzgoje kod intervalne rotacije u odnosu na uzgoje pri
konstantnoj rotaciji (tablica 4) iako su i u ovom sluc¢aju, zbog samih uvjeta fermentacije, ostvareni

mali prinosi mlije¢ne kiseline i etanola na kraju postupka.

Tablica 5. Prikaz izracunatih procesnih parametara za uzgoje kod intervalne rotacije

Parametar / trajanje vrtnje po satu 3 min 9 min
AS [g] 27,0274 25,5248
Ye,ng05 19] 0,0348 0,0485
Yenycoon [9] 3,2366 2,5556
Yeron [9] 0 0
Ye,ng04 [9] 0 0
Ye 1406 9] 0 0
Yesng05,519/9] 0,0013 0,0021
Yerscoonys 19791 0,1198 0,1086
Yetons [9/9] 0 0
Yo Hg04/5 (9] 0 0
Yo Hi06/s [g/9] 0 0
Pr (C3Hg053) [g/g dan] 0,0023 0,0030
Pr (CH;COOH) [g/g dan] 0,2158 0,1597
Pr (EtOH) [g/g dan] 0 0
Pr (C3Hg03)[g/g dan] 0 0
Pr (CeH1406) [g/9 dan] 0 0
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4.

ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata ostvarenih tokom ovog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljucci:

Preliminarnim istrazivanjem provedenim u staklenkama s razli¢itom pocetnom koli¢inom
dodanog inokuluma utvrdene su minimalne razlike u dinamici odvijanja fermentacije kefrinog
napitka. U slucaju veée koli¢ine dodanog inokuluma u kona¢nici je utro$eno nesto vise saharoze
dok su koncentracije konac¢nih produkata bile neznatno vise.

S obzirom na minimalne razlike u rezultatima kod fermentacije u staklenkama za daljnja
istrazivanja u HRCB-u koriSteno je 10 % m/V kefirnih zrnaca kao inokulum. Takoder s obzirom
na ¢injenicu da je u podlozi na kraju fermentacije zaostalo dosta neiskoristene saharoze, njena
inicijalna koncentracija u fermentacijama u bioreaktoru bila je 50 % manja u odnosu na uzgoj
u staklenkama.

Kod eksperimenata s konstantnom rotacijom HRCB-a najviSe supstrata je utroSeno u
eksperimentu gdje je koriStena brzina rotacije od 7 okr/min. U tom slu¢aju zabiljezene Su i
najvise koncentracije produkata, octene kiseline (0,689 g/L) i etanola (0,043 g/L) u usporedbi s
preostala dva eksperimenta s konstantnom rotacijom. Takoder, fermentacija je u tom slucaju
trajala najkrace (13 dana), te je u konaénici uo¢en prirast suhe tvari biomase, najvjerojatnije kao
odgovor na stresne uvjete kojima su mikroorganizmi bili izloZeni (nizak pH).

Najbolji rezultati 1 prinosi produkata tokom ovog istrazivanja ostvareni su koriStenjem
intervalne rotacije biorekatora pri ¢emu Su ostvarene minimalne razlike u masi utroSenog
supstrata kao i sintezi produkata u dva provedena eksperimenta. Razlog navedenim rezultatima
i dinamici odvijanja bioprocesa lezi u ¢injenici da je u slu¢aju konstantne rotacije vrlo vjerojatno
doslo do denaturacije, a moguce i ispiranja mikroorganizama s povrsine zrnaca koja prakticki
sluzi kao sredstvo za imobilizaciju. Kod intervalne rotacije sustav je bio ve¢inom u mirovanju,
1 na taj nacin su izbjegnute navedene pojave.

Horizontalni rotirajuci cijevni bioreaktor moguce je koristiti u biotehnoloskoj proizvodnji
kefirnog napitka, medutim s obzirom na kompleksnost proizvodnje i brojne parametre Kkoji
utjecu na tijek odvijanja fermentacije, potrebno je provesti dodatna istrazivanja s ciljem daljnje

optimizacije proizvodnje.
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PRILOZI

BAZDARNI PRAVCI ZA ODREPIVANJE KONCENTRACIJE UGLJIKOHIDRATA,
ALKOHOLA | KISELINA UPLC METODOM

Prilog 1. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva tekuéinskom

kromatografijom ultra-visoke djelotvornosti.

Spoj Retencijsko vrijeme, Jednadzba baZdarnog pravca R2(-)
tr(min)

Mlijecna kiselina 7,138 A = 155475pmijjecna - 1042.7 0,9999
Octena kiselina 7,983 A = 76519 yoctenat 1025.5 0,9999
Etanol 9,598 A =100677 yeton + 1658.9 0,9996
Fruktoza 5,624 A = 112342yFrukioza + 23079 0,9999
Manitol 6,193 A = 161699ymanitol + 25269 0,9998
Glukoza 5,114 A = 141110yGlukoza + 26565 0,9989

Saharoza 4,436 A = 135868ysanaroza + 30686 0,9984



IZJAVA O 1ZVORNOSTI

Izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Ime i prezime studenta



