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1. UuvOoD

Danas se sve viSe istiCe vaznost zdrave crijevne mikrobiote, zbog €ega je povecan interes za
funkcionalnom fermentiranom hranom. Istrazivanja pokazuju kako se mikorbiota zdravih po-
jedinaca znacajno razlikuje od mirkobiote onih oboljelih od dijabetesa i pretilosti (Tiss i sur.,
2020) te multiple skleroze (Chen i sur., 2016). Cinjenica je da je rak debelog crijeva u porastu,
kao i depresija, na Cije simptome umirujuce djeluju probiotici koji sadrzavaju bakterije roda
Lactobacillus (Milani i sur., 2017). Kako bi sprijecili navedene bolesti, ljudi se okre¢u probioti-
cima kako bi ojacali i odrzavali svoju crijevnu mikrobiotu zdravom. Medu hranom bogatom
probioticima posebno se istiCu tradicionalna fermentirana pi¢a kao $to su mlijecni i vodeni
kefir.
Mlijecni kefir je popularni mlije&ni fermentirani napitak, no zbog prisutnosti teSko probavljivog
proteina kazeina i laktoze sve se viSe istrazuje primjena i funkcionalnost vodenog kefira. lako
se oba kefira proizvode uporabom kefirnih zrnca, koji predstavljaju simbioti¢ku kulturu bakte-
rija mlijeCne i octene kiseline te kvasaca, znac¢ajno se razlikuju po svojim fizikalnim, kemijskim
i mikrobioloSkim svojstvima.
Vodeni kefir je fermentirano pi¢e na bazi vode koje je zahvaljujuci svojim probiotickim i prebi-
otiCkim svojstvima odlicna zamjena za mlije¢ni kefir u veganskoj prehrani ili kod osoba koje
su intolerantne na laktozu (Guzel- Seydim i sur., 2021).
Cilj ovog rada bio je fermentacijom vodenih kefirnih zrnaca u vodi dobiti funkcionalni probioticki
napitak te ukazati na osnovne razlike izmedu mlije€nog i vodenog kefira na fizikalnoj, kemij-
skoj, mikrobioloskoj i funkcionalnoj razini. Izvor ugljika bila je saharoza iz smedeg Secera koja
je u uzorke dodana u razli¢itim koncentracijama (50 g/L, 80 g/L, 120 g/L i 150 g/L). U podlogu
su dodane suhe smokve kao izvor dusika te vocne arome. Tijekom 10 dana fermentacije vo-
denih kefirnih zrnaca praceni su sljedeci parametri:

- promjena pH tijekom fermentacije;

- promjena koncentracije mlijeCne, octene i glukonske kiseline tijekom fermentacije;

- promjena koncentracije etanola tijekom fermentacije;

- promjena koncentracije glukoze tijekom fermentacije;

- prinos biomase vodenih kefirnih zrnaca i koeficijent konverzije supstrata u biomasu

(Yws); i
- antimikrobna svojstva dobivenog vodenog kefira na odredene patogene bakterije i kva-

sac



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Fizikalna svojstva zrnca vodenog i mlijeénog kefira

Mlijecni kefir (MK) i vodeni kefir (VK) tradicionalno se proizvode od razliitih, no jedinstvenih
zelatinoznih Cestica koje sadrze probiotike poznate kao “mlijecna kefirna zrnca” i “vodena ke-
firna zrnca”. Ova dva razli€ita napitka proizvedena fermentacijom izrazito se razlikuju prema
svojim fizi€kim i kemijskim svojstvima, kao i razli€itim mikrobioloSkim sastavom. | mlije¢ni i
vodeni kefir imaju funkcionalna svojstva. Dok je mlijecni kefir izvor znacajnih koli€ina proteina
te probiotika i prebiotika, vodeni kefir moze biti vrlo vazan izvor probiotika, prebiotika i antio-
ksidansa za vegane i osobe koje su alergi¢ne/netolerantne na mlije¢ne proizvode. Oba ova
napitka su vazna zbog svojih potencijalnih zdravstvenih koristi.

Vodeni kefir je pi¢e koje se dobiva fermentacijom vodenih otopina Seéera koje sadrZze zrnca
vodenog kefira i izvor Seéera, a mogu sadrzavati i komade suhog ili svjezeg voca ili povréa
radi poboljSanja arome ili boje konacnog proizvoda (Tireki, 2022). Vodena kefirna zrnca su
sivo-bijele boje, prozirna i &vrsta. Fermentacijom mogu poprimiti izvornu boju izvora Secera ili
dodanog voca ili povréa. Veli€ina zrnca vodenog kefira moze biti od nekoliko milimetara do
nekoliko centimetara, a povrsina zrnca je glatka te nema vidljivih podjedinica u strukturi samog
zrnca kao $to je to kod zrnca mlije¢nog kefira koja su obi¢no velika izmedu 0,1 i 2 cm, bijele,
kremaste boje i izgleda cvjetace, koja se ne mijenja tijekom fermentacije (Otles i Acu, 2018).
Obje vrste kefirnih zrnca (slika 1) se nakon fermentacije mogu izdvojiti od ostatka fermentirane

otopine procjedivanjem, isprati i spremiti za ponovno koristenje (Guzel-Seydim i sur., 2021).

Slika 1. Usporedni prikaz izgleda mlije¢nih i vodenih kefirnih zrnaca (prema Guzel-Seydim i
sur., 2021)



2.2. Kemijska svojstva zrnca vodenog i mlije€nog kefira

Velika razlika izmedu vodenih i mlije¢nih kefirnih zrnca je u tome $to vodena kefirna zrnca
previru saharozu, a mlije¢na kefirna zrnca fermentiraju laktozu. Vodena kefirna zrnca imaju
matriks od dekstrana koji nastaje povezivanjem glukoze a-D-(1—6) vezama s grananjima na
a-(1—3) mjestima (slika 2). Mikroorganizmi pronadeni u kulturi vodenih kefirnih zrnaca koji su
odgovorni za sintezu dekstrana i razgranatih glukana su: Lactobacillus hilgardii, L. nageli, L.
caseii L. hordei (Fels i sur., 2018; Laureys i sur., 2017; Davidovic i sur., 2015). Mlije€na kefirna
zrnca su specificna po tome Sto sadrze bakterijski polisaharid kefiran koji se sastoji od
jednakog broja glukoznih i galaktoznih podjedinica, a sintetizira ga Lactobacillus
kefiranofaciens (slika 3). Takoder, vodena kefirna zrnca ne mogu rasti u mlijeku jer
Lactobacillus hilgardii ne metabolizira laktozu zbog ¢ega se ne mogu sintetizirati esencijalni

polisaharidi koji su vodenim kefirnim zrncima potrebni za rast (Martinez-Torres i sur., 2016).

Glu 1-3 Glu 16 Glu 1536 Glu 156

153

Slika 2. Struktura polisaharida vodenog kefira (prema Moinas i sur., 1980)

Glu [1->2]p-D Gal [1->4]a-D Gal [1>3]B-D Gal [1>4]B-D Glu

[156]B-D

Q
c

Slika 3. Struktura polisaharida mlije¢nog kefira (prema Shahabi-Ghahfarrokhi i sur., 2015)

Glu



2.3. Mikrobioloska analiza vodenog i mlije€nog kefira

Primarne kulture koje su identificirane u vodenom kefiru su bakterije mlije¢ne kiseline roda
Lactobacillus, bakterije octene kiseline roda Acetobacter i kvasci roda Saccharomyces. U
zrncima vodenog kefira Cesti su i drugi rodovi bakterija i kvasaca, a o tome koji ¢e rodovi biti
dominantni ovisi geografsko podrijetlo kefirnih zrnaca te supstrati koristeni za fermentaciju
(Lynch i sur., 2021).

2.3.1. Bakterije mlije¢ne kiseline
Najces¢ée vrste roda Lactobacillus koje se pojavljuju u zrncima vodenog kefira su L. hilgardii i
L. nagelii, praéene vrstama L. casei i L. paracasei. L. hilgardii i L. nagelii su od iznimne vaz-
nosti jer su odgovorne za proizvodnju egzopolisaharida zrnaca vodenog kefira (Fels i sur.,
2018). Zanirati i sur. (2015) su naglasili kako je klju¢an €imbenik u izolaciji bakterija mlijeCne
kiseline vrsta hranjive podloge koja je uporabljena za uzgoj kulture. Ako se kao podloga za
kultivaciju koristi MRS, dobiven od kisele sirutke, moguce je da ¢e na podlozi porasti one vrste
roda Lactobacillus koje su adaptirane za rast u kiselom mediju ili mlije€nom mediju kao $to je
L. casei. Od roda Lactobacillus jo$ su u identificirane vrste L. hordei i L. satsumensis. UCes-
talost pojavljivanja ovih vrsta u kefirnih zrncima ovisila je o geografskom podrijetlu zrnaca.
Premda se u razli€itim istraZivanjima vrsta L. hordei pojavljuje u razli¢itim koncentracijama,
Stadie i sur. (2013) navode kako je ona najzastupljenija bakterija u vodenom kefiru s 31,3 %,
a zatim L. nagelii s 22,7 %. Jo$ neke vrste roda Lactobacillus koje su Cesto izolirane iz kefirnih
zrnaca su L. plantarum (Pidoux i sur., 1988), L. harbinensis, L. buchnerii L. kefiri (Verce i sur.,
2019; Laureys i sur., 2018; Laureys i De Vuyst, 2017, 2014). Osim roda Lactobacillus, Cesto
identificirane bakterije su bakterije roda Leuconostoc, konkretno vrste Leuc. mesenteroides i
Leuc. citreum (Gulitz i sur., 2013). Takoder, pojavljuju se i bifidobakterije poput B. psychraero-
philum i B. aquikefiri, koje su pronadene samo u europskim zrncima vodnog kefira (Verce i
sur., 2019; Laureys i sur., 2018; Laureys i De Vuyst, 2017, 2014; Gulitz i sur., 2013), a nedavno
je otkrivena i nova vrsta B. tibiigranuli. Cesto su pronadeni i ¢lanovi roda Oenococcus ukljuéu-
juci O. oenii O. kitaharae (Laureys i De Vuyst, 2017), a predloZena je i nova vrsta, Candidatus
Oenococcus aquikefiri (Verce i sur., 2020). U jednom istrazivanju identificirane su i vrste roda
Pediococcus (Galli i sur., 1995). Bakterije roda Lactococcus rijetko su identificirane u vodenim
kefirnim zrncima buduci da su one karakteristicne za zrnca mlijeénog kefira. Medutim, u nekim
istrazivanjima identificirana je vrsta Lactococcus lactis $to moze ukazivati na povijesnu pove-
zanost zrnaca mlije€¢nog i vodenog kefira ili na to da se mikroorganizmi karakteristi¢ni za
mlije€na kefirna zrnca mogu vremenom prilagoditi fermentaciji u Se¢ernom, vodenom mediju

(Zanirati i sur., 2015; Marsh i sur., 2013). Gledajuci podatke malog broja istrazivackih grupa i



uzimajuéi u obzir geografsku raznolikost izoliranih vrsta mozZe se zakljuciti da je do danas
proucavan tek mali broj kefirnih zrnaca te da se prava raznolikost zrnaca vodenog kefira tek

treba u potpunosti razjasniti.

2.3.2. Bakterije octene kiseline

Osim bakterija mlijecne kiseline, u vodenom kefiru se mogu detektirati i bakterije octene kise-
line, prvenstveno one roda Acetobacter. Bakterije octene kiseline Eesto nije moguce detektirati
jer njihova prisutnost ovisi o dostupnosti kisika koji je ovim bakterijama potreban za rast (La-
ureys i sur., 2018). U istrazivanjima su identificirane A. lovaniensis, A. fabarum, A. tropicalis,
A. indonesiensis i A. okenawensis (Laureys i sur., 2018; Martinez-Torres i sur., 2017; Laureys
i De Vuyst, 2014; Gulitz i sur., 2011). Ostale bakterije octene kiseline su rijetko identificirane
kao Sto su bakterije roda Gluconobacter, G. liquefaciens i G. roseus/oxydans (Laureys i sur.,
2018), te bakterije roda Gluconacetobacter (Marsh i sur., 2013).

2.3.3. Ostale bakterije
Bakterije roda Zymomonas su otkrivene u nekoliko uzoraka vodenih kefirnih zrnaca s razlicitinh
geografskih podrucja. Konkretno je otkrivena vrsta Z. mobilis, Stapi¢asta, Gram-negativna
bakterija koja proizvodi visoke koli¢ine etanola zbog ¢ega je u antagonistiCkom odnosu sa S.
cerevisiae (Marsh i sur., 2013). Takoder, ekstracelularno proizvodi levan iz saharoze na sli¢an
nacin kao i bakterije mlije€ne kiseline (Doelle i sur., 1993). Premda je Z. mobilis u nekim uzor-
cima detektiran u visokim koncentracijama, njegova prisutnost u kefirnim zrncima je nekonzi-

stentna Sto naglasava sloZzenost mikrobnih zajednica vodenog kefira.

2.3.4. Kvasci
Saccharomyces cerevisiae je najteS¢a vrsta kvasca identificiranog u vodenim kefirnim
zrncima dok su druge vrsta roda Saccharomyces rjede prisutne poput S. florentinus, S. preto-
riensis i S. bayanus (Verce i sur., 2019; Laureys i sur., 2018; Laureys i De Vuyst, 2017, 2014;
Gulitz i sur., 2013, 2011). Kvasci roda Dekkera drugi su najéesc¢i kvasci identificirani u vode-
nom kefiru. Nadene su vrste D. bruxellensis i D. anomala, a manja zastupljenost kvasaca roda
Dekkera moze biti zbog dugog vremena udvostru€avanja kvasaca na uobiajenim hranjivim
podlogama koristenim za rast kultura (Marsh i sur., 2013). Dio mikrobne zajednice vodenih
kefirnih zrnaca €ine i kvasci iz roda Zygotorulaspora i Hanseniaspora. Rod Zygotorulaspora
je karakteriziran jednom vrstom Z. florentina, a rod Henseniaspora s H. valbyensis i H. vinae
(Marsh i sur., 2013; Gulitz i sur., 2011). Prisutni su i kvasci roda Lachancea, prvenstveno Lac.
fermentati (Marsh i sur., 2013; Gulitz i sur., 2011; da Miguel i sur., 2011) te kvasci roda Candida

kao Sto su vrste C. ethanolica (Sarikkha i sur., 2015), C. californica (Martinez-Torres i sur.,



2017), C. lambica, C. valida (Pidoux, 1989) i C. valdiviana (da Miguel i sur., 2011). Rjede
identificirana vrsta kvasca je Torulaspora pretoriensis (Marsh i sur., 2013; Galli i sur., 1995),
te kvasci iz rodova Pichia (P. cecembensis, P. membranifaciens, P. caribbica, P. fermentans),
Kazachstania (Ka. aerobia), Kluyveromyces (KI. lactis) i Yarrowia (Y. lipolytica). Pronalazak
kvasaca roda Candida i Kluyveromyces, koji su karakteristi€¢ni za mlije¢ni kefir, moze indicirati
da su vodena kefirna zrnca evolucijom nastala iz mlije€nih kefirnih zrnaca koja su se prilago-
dila proizvodnji kefira iz $e¢ernih, vodenih otopina (Fiorda i sur., 2017). Gulitz i sur. (2011) su
pokazali da se kefirna zrnca pretezito sastoje od 108 laktobacila, 10® do 10% bakterija octene
kiseline i 108 do 107 kvasaca po gramu zrna $to dokazuje kako laktobacili znatno nadmasuju

broj kvasaca €ija je raznolikost znatno manja od bakterijskih.

2.4. Metabolicke interakcije i metaboliti

Na slici 4 prikazane su glavne metaboliCke interakcije koje se odvijaju izmedu mikrobiote vo-
denog kefira te fermentacijskog medija. Slika se temelji na dosadasnjim otkri¢ima, a moguce
je da postoje neotkrivene interakcije koje ukljuéuju metabolite i vrste koje jo$ nisu identifici-
rane. To potvrduje €injenica da svi dosadasnji pokusaji konstrukcije pojedinaénih zrna vode-
nog kefira, kombiniranjem pojedinacnih izoliranih sojeva bakterija i kvasaca, nisu bili uspjesni
(Xu i sur., 2018).

Izvor ugljika (saharoza) i izvor dusika (suseno ili svjeZe voce i povrée) jednako su vazni za
rast, metabolizam i fermentacijski kapacitet mikrobiote zrna vodenog kefira. Zbog visokog u-
djela Secera i niskog udjela dusika u vodenom kefiru, nuzna je mutualistiCka suradnja i izmjena

metabolita izmedu mikrobne zajednice vodenog kefira (Stadie, 2013).

2.4.1. Metabolizam saharoze i djelovanje kvasca
Kvasci hidroliziraju saharozu na glukozu i fruktozu djelovanjem (3-D-fruktofuranozidaze (inver-
taze) i zatim apsorbiraju oslobodene monosaharide olak§anom difuzijom. Apsorbirane mono-
saharide kvasci koriste za svoj metabolizam te proizvodnju etanola i ugljikovog dioksida. Dio
monosaharida ostaje dostupan bakterijama iz mikrobne zajednice vodenog kefira. Primarni
izvor ugljika ¢e odredivati koji rodovi kvasca Ce biti dominantni. Sve bakterije mlije€ne kiseline
pronadene u vodenim kefirima mogu sintetizirati kiseline iz saharoze (Bechtner i sur., 2019).
Vazno je naglasiti da je saharoza supstrat za sintezu dekstrana, glavnu strukturnu kompo-

nentu zrnaca vodenog kefira.
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Slika 4. Primarni metaboliti i interakcije izmedu mikrobiote vodenog kefira (prema
Lynch i sur., 2021)

2.5. Proizvodnja vodenog i mlijeénog kefira

Proizvodnja mlije€nog kefira je standardiziranija nego proizvodnja vodenog kefira. Brojni
znanstveni radovi istraZzuju i optimiziraju proizvodnju mlijeénog kefira u velikim pogonima i
koli€inama, dok se o komercijalnoj proizvodnji vodenog kefira trenutno nedovoljno zna jer nisu
dovoljno istrazene karakteristike vodenih kefirnih zrnaca i optimalni uvjeti fermentacije. Svake
godine, broj radova o vodenom kefiru se povec¢ava $to dovodi do zaklju¢ka kako je ovo
proizvod od velikog interesa te ¢e u buduénosti biti dostupne i dodatne informacije o ovome
proizvodu te ¢e se uvesti standardizacija njegove proizvodnje. Za sada se u literaturi mogu
pronaci radovi gdje se fermentacija vodenog kefira prati tijekom 24 sata (Arapovic i sur., 2024;
Fiorda i sur., 2017), 48 sati (Arapovic i sur., 2024) i 72 sata (Gulitz i sur., 2011). Fermentacija
se provodi na 25 °C za obje vrste kefira, iako se za vodeni kefir u nekim radovima navodi 21
°C kao optimalna temperatura fermentacije (Alsayadi i sur., 2013). Na pocCetku fermentacije
vodenih kefirnih zrnaca u vodenoj otopini su prisutni saharoza, glukoza, fruktoza i manitol, a
kao produkti reakcije nastaju octena i mlije¢na kiselina, ugljikov dioksid i etanol (Laureys i De
Vuyst, 2017). Nakon fermentacije u vodenom kefiru je identificirano 30 razli€itih kemijskih
spojeva od kojih su za okus i aromu vodenog kefira najvise odgovorni prisutni metilni esteri

koji potjeCu iz voéa ili povréa dodanog na pocetku fermentacije (tablica 1). Za razliku od

. Visi alkoholi



mlije¢nog kefira, vodeni kefir sadrzi viSe etanola i ugljikovog dioksida koji daje svjezinu ovom

probiotiCkom napitku.

Tablica 1. Produkti fermnetacije i komponente arome vodenog kefira

Naziv komponente Literatura

2-metil-1-propanol, izoamil-alkohol, Laureys i De Vuyst, 2014
etil-acetat, izoamil-acetat, etil-heksanoat,
etil-oktanoat, etil-dekanoat, etil-butanoat,

etil-2-metil-butanoat

2-feniletil-acetat, etil-laktat, etil-butanoat, Laureys i De Vuyst, 2017
etil-2-metil-butanoat, etil-heptanoat,
etil-nonanoat, etil-9-dekanoat,
etil-benzenpropanoat, metil-oktanoat,
izoamil-oktanoat, dietil-sukcinat, heksanoat,
oktanoat, nonanoat, dekanoat, heksanal,
furfural, benzaldehid, 1-oktanol,
1,3-propandiol, benzil-alkohol, 2-feniletanol,
4-etilfenol, 4-etil-gvajakol, 2,4-di-tert-

butilfenol, butilirani hidroksitoluen, stiren

2.6. Zdravstvene pogodnosti konzumacije vodenog i mlijeénog kefira

Provedena su mnoga istrazivanja zdravstvenog ucinka mlije€nog kefira, dok se tek mali broj
radova pozabavio zdravstvenim pogodnostima vodenog kefira (slika 5). Mlije¢ni kefir sadrzi
raznoliku mikrobiotu i kemijske spojeve sintetizirane tijekom fermentacije koji pokazuju
antimikorbno, antioksidacijsko, antihipertenzivno, antitumorsko, antialergijsko, antidijabetsko
i protuupalno djelovanje te ima blagotvorni u€inak na probavu, smanjenje kolesterola,
imunolo8ki sustav i anoreksiju (Rosa i sur., 2017). Zdravstveni u€inci vodenog kefira sli¢ni su
onima mlije¢nog kefira. Prednosti vodenog kefira nad mlije¢nim kefirom su dokazana u radu
Rocha-Gomesa i sur. (2018) gdje se usporedivao ucinak vodenog i mlije¢nog kefira na
biokemijske, nutritivne i fizioloSke parametre kod Stakora. Grupa koja je hranjena vodenim
kefirom pokazivala je bolji lipidni status od grupe hranjene mlijeénim kefirom te su razine
ukupnog kolesterola i LDL-kolesterola bile nize kod grupe hranjene vodenim kefirom. Drugo
istraZivanje Brasil i sur. (2019) dokazuje pozitivne u€inke vodenog kefira na gastrointestinalni

trakt te antioksidacijska svojstva. Alsayadi i sur. (2014) dokazali su eksperimentima na Wistar



Stakorima antidijabetsko djelovanje vodenog kefira te pozitivne ucinke na tjelesnu masu te
lipidni i glukozni status. Dhar i Mohanty (2020) u svom radu pokazuju kako je COVID-19
smrtonosniji za stariju populaciju s mikrobnim disbalansom te bi upravo vodeni kefir mogao
biti klju¢ odrzavanja crijevne homeostaze. Vodeni kefir kao probiotik pokazuje antivirusno
djelovanje poticanjem urodenog i/ili ste€enog imuniteta (Sundararaman i sur., 2020). Najveca
zdravstvena prednost vodenog kefira je Cinjenica da je on prihvatljiva alternativa mlije¢nom
kefiru za ljude intolerantne na laktozu te vegane. Konzumacijom vodenog kefira i ove dvije
skupine ljudi bi mogle uzivati u dokazanim probioti¢kim svojstvima fermentiranih pi¢a §to ovaj

proizvod Cini izrazito zanimljivim komercijalnim proizvodom buduénosti.

SniZenje razine Secera u krvi

Olak$ana probavljivost laktoze Snizenje kolesterola u krvi

Protuupalni u¢inak
Pobolj5anje lipidnog statusa

Antitumorski u¢inak

SniZenje krvnog tlaka
Hepatoprotektivni u¢inak | \
Mlije€ni kefir .. ) . | Vodeni kefir |
Blagotvoran uginak na imunolo3ki sustav | /
Antialergijsko djelovanje
Smanjenje nadutosti \\\ ‘/‘/
Antimikrobni u¢inak ~—

Zastita gastrointestinalnog trakta
Blagotvnorni uginak na gastrointestinalni trakt

Povecanje mineralne gustoce kostiju
BrZe zacjeljivanje rana

Antioksidacijski u€inak
Inhibicija angiotenzin-konvertiraju¢eg enzima

Slika 5. Usporedba zdravstvenog ucinka vodenog i mlijeénog kefira (prema Guzel-Seydim i

sur., 2021)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

4 Priprema uzoraka i kontrole A

» Za uzorke je u Erlenmeyerove tikvice dodan Secer razliCitih koncentracija,
susSene smokve i vodena kefirna zrnca, a zatim su tikvice nadopunjene do
oznake vodom

+ Za kontrolu je izostavljen dodatak Secera
» Materijali:
* Negazirana mineralna voda
* Vodena kefirna zrnca iz kuénog uzgoja (40 g/L)
» Suhe smokve (40 g/L)
\- Smedi Secer (50 g/L, 80 g/L, 120 g/L i 150 g/L) )

( )

Fermentacija

10 dana na sobnoj temperaturi u Erlenmeyerovim tikvicama
prekrivenim gazom

* Uzimani su uzorci za analize

\_ ,

(" Analiza dobivenog vodenog kefira )

* Mjerenje pH vrijednosti izuzimanih uzoraka

» Odredivanje koncentracije octene, mlije¢ne i glukonske kiseline

+ Odredivanje koncentracije etanola

+ Odredivanje prinosa vodenih kefirnih zrnaca

* RS metoda

+ Odredivanje antimikrobnog djelovanja vodenog kefira na bakterijama
Salmonella typhimurium, Pseudomonas aeruginosa i Staphylococcus

\_ aureus te kvascu Candida albicans )

Slika 6. Shematski dijagram cjelokupnog tijeka istrazivanja
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3.1. Materijali
3.1.1. Aparati
- pH-metar "Methrom”, model 744, Svicarska
- Analiticka vaga “Mettler”, Svicarska
- Digitalna analiticka vaga “Shimadzu”, Japan
- Tehni¢ka vaga “Tehtnica”, ET 1211, 0-1200 g, Slovenija
- Termostat Sutjeska, BiH

3.1.2. Sirovine i mikroorganizmi
Vodena kefirna zrnca su dodana u 500 mL negazirane (prirodne) mineralne vode Radenska
Naturelle, Radenska d.0.0., Radenci, Slovenija. Mineralni sastav uporabljene vode je prikazan
u tablici 2.

Tablica 2. Sastav prirodne mineralne vode uporabljene u istrazivaniju

Analiza mineralnih sastojaka vode (mg/L)
kationi | Ca?* (59); Mg?* (20); Na* (6,9); K* (0,7)
anioni HCO; (280); CI- (5,0); SO»* (1,1); F(<0,20)

Vodena kefirna zrnca su nabavljena iz ku¢nog uzgoja, Zagreb, Hrvatska. Saharoza je dodana
u obliku svijetlog, organskog, smedeg, kristalnog Secera od Secerne trske. Podrijetlo Secera
je Brazil, a pakira ga Nutrigold d.o.o., distribuira Tvornica zdrave hrane, Zagreb, Hrvatska.

Sastav uporabljenog izvora saharoze prikazan je u tablici 3.

Tablica 3. Sastav organskog smedeg Secera dobivenog preradom Secerne trske

Nutrijenti Vrijednost na 100 g
masti 0g
ugljikohidrati 99,69
vlakna 0g
proteini 0,59

soli 0,0125¢g

Uporabljena kefirna zrnca za fermentaciju negazirane mineralne vode uz dodatak razlicitih

koncentracija Secera prikazana su na slici 7.
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Slika 7. Fotografija vodenih kefirnih zrnaca (kontrolni uzorak) uporabljenih u istrazivanju:

A) inokulum; B) vodena kefirna zrnca na kraju 10 dana fermentacije (osobna fotografija)

Za testiranje antimikrobne aktivnosti uporabljeni su sojevi patogenih bakterija iz Zbirke mik-
roorganizama Laboratorija za opcu mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-
biotehnoloskog fakulteta Sveudilista u Zagrebu. Testni mikroorganizmi bili su patogene bak-
terije Pseudomonas aeruginosa 3024, Salmonella typhimurium 3064, Staphylococcus au-
reus 3048 i kvasac Candida albicans 11.

3.2. Metode

3.2.1. Priprava starter kulture za fermentaciju
Starter kultura vodenih kefirnih zrnaca je pripravljena zajedno s ,maj¢inskom hranjivom pod-
logom“ u negaziranoj mineralnoj vodi s dodatkom 50 g/L konzumnog Secera i 20 g kefirnih
zrnaca je uzgajano u 100 mL negazirane mineralne vode na 28 °C u termostatu. Nakon 24
sata uzgoja, zrnca su isprana sterilnom destiliranom vodom i ponovno inokulirana u 100 mL

negazirane mineralne vode, te je ovaj postupak proveden dva puta.

3.2.2. Priprava vodenih kefirnih znaca za fermentaciju
Za proizvodnju napitaka su u 500 mL negazirane mineralne vode dodane razliCite koncentra-
cije Secera (50, 80, 120 i 150 g/L) i 40 g/L vodenih kefirnih zrnaca. Fermentacija je trajala 10

dana.
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3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti
Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki drugi dan tijekom 10 dana fermentacije. Mjerenja su

provedena pomocu pH metra Hanna Industrial model HI 98103.

3.2.4. Odredivanje koncentracije mlijeCne kiseline
U Erlenmeyer tikvicu od 100 mL stavljeno je 10 mL uzorka fermentiranog napitka i dodano je
nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M NaOH do prve
pojave ljubi¢aste boje. Svaki mL 0,1 M NaOH ekvivalentan je 90,08 mg mlije¢ne kiseline. Ma-

sena koncentracija mlije€ne kiseline (mg/mL) izraCunata je prema jednadzbi:

V(NaOH) - M(NaOH) - 90,08 -
v(CHsCH(OH)COOH) = Vizorka) [1]

gdje je:
V(NaOH) = utro$eni volumen 0,1 M NaOH (mL)
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M)

V(uzorka) = volumen uzorka (10 mL)

3.2.5. Odredivanje koncentracije octene kiseline
U Erlenmeyer tikvicu od 100 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog napitka i 20 mL vode
te je dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M
NaOH do prve pojave ljubi€aste boje. Masena koncentracija octene kiseline (g/L) izraunata

je prema jednadzbi:

¥(CH3COOH) = V(NaOH) - fiNaOH) -V(uzorka) - 6 [2]
gdje je:

V(NaOH) = utroSeni volumen 0,1 M NaOH (mL)

f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

V(uzorka) = volumen uzorka (1 mL)

3.2.6. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline
U Erlenmeyer tikvicu od 100 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi fenolftaleina.
Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave ljubi¢aste boje.

Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izraCunata je prema jednadzbi:
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V(NaOH) - M(NaOH)- 1,97 -
V(uzorka)

NCeH1207) =

gdje je:
V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M)

V(uzorka) = volumen uzorka (25 mL)

3.2.7. Odredivanje alkohola kemijskom metodom
Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima odredivan je kemijskom metodom koja se zasniva
na oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom (K2Cr207) u kiselom mediju.
Postupak:
U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL fermentiranog uzorka koji je razrijeden s demi-
neraliziranom vodom do 50 mL (odnos uzorka i vode je 1:10). Uzorak je prebacen u tikvicu sa
ravnim dnom 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.SO.. Destilat se preko hladila i lule uvodi u otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu
od 100 mL, koja mora biti u rashladenoj vodi. Destilacija je bila 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 isprana s nekoliko mlazova destilirane vode u
istu Erlenmeyer tikvicu u koju je uzorak predestiliran. Sadrzaj tikvice je promucékan, zacepljen
gumenim ¢epom i ostavljen stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksida-
cije alkohola utroSen je jedan dio bikromata, dok je drugi dio ostao u suviSku. Zatim je sadrzaj
kvantitativho prebacen u Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200
mL destilirane vode radi razriedenja i 10 mL 20 %-tne otopine KI (radi odredivanja preostale
koli€ine kalijevog bikromata) i ostavljeno za¢epljeno 5 minuta.
Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata (Na>S,0s3), pri Eemu
dolazi do oksidoredukcije izmedu joda i natrijevog tiosulfata, u kojoj se jod reducira, a tiosulfat
oksidira. Kad je boja postala svjetlija, dodano je 5 mL 1 %-tne otopine Skroba i titrirano do
pojave tirkizno-zelene boje.

Koncentracija (vol %) alkohola je izraunata prema jednadzbi:

alkohol (vol %) = (10 - %) .2 [4]

a = utroSak 0,1 M otopine Na>S203 (mL)
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3.2.8. Odredivanje koncentracije reduciraju¢ih Sec¢era (RS metoda)
U tikvicu s okruglim dnom od 250 mL je otpipetirano 1 mL uzorka, koji je razrijeden s 24 mL
destilirane vode. Pripremljenom uzorku je dodano 10 mL otopine A (Fehling I) i 10 mL otopine
B (Fehling Il) i kuhano to¢no 2 minute uz povratno hladilo. Nakon toga je uzorak ohladen pod
mlazom vode i dodano mu je 10 mL otopine C (30 %-tni KJ) i 10 mL otopine D (26 %-tne
H2S04). Nakon homogenizacije, uzorku je dodano 2 mL Skroba (1 %-tna otopina), te je titriran
s 0,1 mol/L Na;S20s3 do prijelaza plave boje u boju puti (treba se zadrzati jednu minutu).

Glukoza test (kontrola): U tikvicu s okruglim dnom od 250 mL je dodano 5 mL otopine glukoze

(10 g/L) i 20 mL destilirane vode (ukupan volumen 25 mL) i ponovljen je prethodno opisan
postupak.
Slijepa proba: U tikvicu s okruglim dnom od 250 mL je dodano 25 mL destilirane vode i

ponovljen je prethodno opisan postupak.
Koncentracija reducirajucih SecCera (RS) izraCunata je prema jednadzbi:
v (reducirajuce supstancije=RS) =[50 (a—b)] /[(a—c)-d] (g/L) [5]
a — volumen 0,1 mol/L Na>S.03 utro$en za slijepu probu (mL)
b - volumen 0,1 mol/L Na>S20s3 utroSen za uzorak (mL)
¢ - volumen 0,1 mol/L Na>S203 utroSen za kontrolu (glukoza test) (mL)
d - volumen uzorka uzet za analizu (mL)

3.2.9. IzraCunavanje prinosa vodenih kefirnih zrnaca i koeficijenta konverzije Ys
Nakon 10 dana fermentacije, vodena kefirna zrnca su izdvojena iz Erlenmeyer tikvica i oprana
u plasticnom cjedilu demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao
pocetnu pH vrijednost vode. Masa biomase vodenih kefirnih zrnaca (g) izraCunata je prema
sljedecoj jednadzbi:
Prinos biomase (Y«.) izraCunat je prema jednadzbi:

Px (%) = (y vlazne biomase nakon fermentacije — y vlaznog inokuluma) - 100 [6]

Koeficijent konverzije supstrata u biomasu Yys (%) izraCunat je prema jednadzbi:
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v (9 (y vlazne biomase nakon fermentacije-y vlaznog inokuluma) 100 17
s °)_(y izvora C na pocetku fermentacije - y izvora C na kraju fermentacije) 7]

3.2.10. Odredivanje antimikrobne aktivnosti disk difuzijskom metodom

Antimikrobna aktivnost inhibicija rasta odabranih patogenih test mikroorganizama: bakterija
vrsta S. aureus, S. typhimurium i P. aeruginosa, te kvasca C. albicans odredivana je metodom
disk radijalne difuzije.

Na podlogu ¢vrste hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici, na koju je prethodno nacijepljen testni
mikoorganizam, postavljeni su diskovi na koje je nakapano 10 uL vodenog kefira. Podloge su
inkubirane u termostatu 24 h pri 28 °C (kvasci) i 48 h pri 37 °C (bakterije). Tijekom inkubacije
istraZivani uzorci su difundirali radijalno u agar tvoreéi gradijent koncentracije i ovisno o njiho-
vim antimikrobnim djelovanjima inhibirali rast mikroorganizma u okolini diska. Prozirna zona
(halo zona) u kojoj nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (ZI) i indikacija je osjetljivosti
mikroorganizma prema mikroorganizmu s antimikrobnim djelovanjem.

Nakon toga su ocitani rezultati pokusa, pri ¢emu je zamjecivano postoiji li zona inhibicije, je li
podrucje zamuceno ili Cisto, te su mjereni promjeri nastalih zona. Svi pokusi su provedeni u tri

paralele, te je izraCunata srednja vrijednost dobivenih rezultata.
3.2.11. Statisti¢ka analiza podataka

Podaci su statisticki obradeni pomoéu ANOVA testova i viSestrukih raspona testiranih pomocéu

softvera Origin 2022. Odstupanje se smatralo znac¢ajno razli¢itim pri p < 0,05.

16



4. REZULTATI | RASPRAVA

Vodeni kefir se po sastavu razlikuje od mlijeénog kefira prema njegovoj kemijskoj strukturi,
fiziCkom izgledu i sastavu mikrobiote (Gokirmakl i Glzel-Seydim, 2022). Proizvodi se u vo-
denoj otopini Seéera uz dodatak vodenih kefirna zrnca pri 21-25 °C tijekom 48-96 h (Pendon
i sur., 2022). Kako bi poboljSali okus napitka, mogu se dodavati jabuke, mandarine, dunja,
grozde, te bilo koje suho voée (Cufaoglu i Erdinc, 2023; Glzel-Seydim i sur., 2023; Lynch i
sur., 2021; Moretti i sur., 2022; Pendén i sur., 2022).

U ovom je radu vodeni kefir proizveden fermentacijom vodenih otopina razli€itih koncentracija
saharoze (smedeg, nerafiniranog Secera) pomocéu vodenih kefirnih zrnaca i dodatkom suhih
smokvi. Odabir izvora ugljika (obi€no konzumnog Secera) i duSika (dobivenog iz suSenog
voca) tijekom fermentacije, kljucan je za poticanje vitalnosti i rast mikroorganizama unutar
vodenih kefirnih zrnaca koji doprinose sintezi razli€itih produkata od kojih neki pokazuju i an-
timikrobnu aktivnost. U vodenom kefiru, specifi¢ne bakterije mlijecne kiseline (BMK) sluZe kao
izvor probiotika, istodobno djelujuci antimikrobno i antifungalno zbog proizvodnje mlije¢ne ki-
seline i bakteriocina (Gonda i sur., 2019). Tijekom 10 dana aerobne fermentacije na sobngj
temperaturi, praceni su razli€iti parametri: promjena pH vrijednosti fermentiranog napitka, ki-
netika nastajanja mlijeCne, octene i glukonske kiseline, te koncentracije etanola, prinos bio-
mase kefirnih zrnaca, kao i antimikrobno djelovanje fermentiranog napitka (slike 8-14, tablice
4-6).

4.1. Promjena pH vrijednosti

Kvasac S. cerevisiae je odgovoran za hidrolizu saharoze djelovanjem izvanstani¢ne glikozi-
daze, do glukoze i fruktoze. Kvasac zatim koristi te monosaharide u glikolizi za proizvodnju
etanola i ugljicnog dioksida, osiguravajuci vitalne peptide i aminokiseline bakterijama mlijeCne
kiseline i drugim prisutnim mikroorganizmima. Bakterije iz roda Lactobacillus mogu asimilirati
fruktozu za glikolizu ili pretvarajuci ju u manitol aktivnoS¢u manitol dehidrogenaze. Tijekom
kasnije faze fermentacije, bakterije octene kiseline metaboliziraju glukonsku i octenu kiselinu
u aerobnim uvjetima kako bi se postigao kiselkasti okus (Lynch i sur., 2021; Ras El Gherab i
sur., 2019). Uocgeno je da je konacni pH pi¢a ispod 4, Sto predstavlja kljuénu znacajku sigur-
nosti pi¢a. Ovaj pH uc€inkovito inhibira rast patogenih bakterija u pi¢u, produzujuéi tako njegovo
trajanje i poveéava ukupnu sigurnost konzumacije (Phiri i sur., 2019).

U ovom je radu ispitivan utjecaj razli€itih koncentracija saharoze (smedi Secer) na uspjeSnost

proizvodnje vodenog kefira. Tijekom 10 dana fermentacije, od poCetne se pH vrijednosti svih
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uzoraka (pH 4,5) naglo smanjivao do 2. dana, nakon ¢ega je primijecen blagi pad pH vrijed-
nosti (slika 8).

Ne postoji jednostavan odnos izmedu pH vrijednosti metabolita i sadrzaja nastalih kiselina.
Smanjenje pH vrijednosti karakterizira nagli pad vrijednosti u prvim danima fermentacije, dok
su kasnije promjene vrijednosti manje izrazene (slika 8). Ovaj se fenomen moze povezati s
puferskim ucinkom koiji proizlazi iz reakcija izmedu sintetiziranih organskih kiselina i minerala

koji su sastavni dio podloge (Phiri i sur., 2019).

—&— Kontrola
—®—50¢9/L
46 1 —A&— g0 gL
| —¥—120g/L
——150g/L

4.4

4,2 -

4,0

3,8

pH

3,6 -
3,4 -
3,2 -

3,0 1

2,8

vrijeme (dani)

Slika 8. Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije vodenog kefira

4.2. Etanol i organske kiseline

Vodeni kefir je zdrav i osvjezavajuci napitak kompleksnog sastava, a na trzistu se moze nadi
kao bezalkoholno pi¢e, ¢ime koncentracija alkohola mora biti niza od 0,5 % vol/vol. Prema
dostupnim literaturnim podacima, koncentracija etanola se pove¢ava u prvom dijelu fermen-
tacije i postize svoju maksimalnu vrijednost u Sestom danu, nakon ¢ega se smanjuje (Chen i
Liu, 2000).

Kvantifikacijom glavnih produkata vodenog kefira tijekom 10-dnevne fermentacije uoceno je
da je jedan od prvih etanol, kao $to je potvrdeno i u prijadnjim istrazivanjima Laureys i De

Vuyst (2014). U njihovom istrazivanju, koncentracija etanola je nakon 196 h fermentacije (8
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dana) iznosila 4,29 g/L. U ovom je radu izmjereno linearno povecanje koncentracije etanola
samo u prvom danu fermentacije u uzorku s najve¢om koncentracijom dodanog Sec¢era od
150 g/L (0,465 g/L), dok je kod koncentracije od 120 g/L Secera bila relativno linearna do 2.
dana fermentacije, kad je iznosila 0, 301 g/L (slika 9). U svim ostalim uzorcima, koncentracija
etanola je s pocetne (0,3 g/L) naglo, ve¢ u prvom danu pala na 0,056 g/L (80 g/L), 0,027 g/L
(50 g/L) i 0,015 g/L (kontrola). Konacne vrijednosti koncentracije etanola nakon 10 dana fer-
mentacije iznosile su 0,01 g/L (kontrola), 0,019 g/L (50 g/L), 0,025 g/L (80 g/L), 0,056 g/L (120
g/L) i 0,092 g/L (150 g/L). Dobiveni rezultati jasno ukazuju biooksidaciju etanola do octene
kiseline u €etvrtom danu fermentacije, $to se moze vidjeti i na slici 11, kada koncentracija

octene kiseline linearno pocinje rasti, a koncentracija etanola padati (slika 9).

05+ —l— kontrola
—@— 50 g/L
—A— 80 g/L
—w— 120 g/L
0.4 —— 150 g/L

0,3

etanol (g/L)

0,1

0,0

T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10

vrijeme (dani)

Slika 9. Kinetika nastajanja i biooksidacije etanola tijekom 10 dana fermentacije vodenog

kefira

Mlije€na, octena i glukonska kiselina uobi€ajeni su proizvodi mlijeCno-kiselog vrenja, octeno-
kiselog vrenja i metabolizma glukoze. Kao rezultat toga, nalaze se u relativho visokim kon-
centracijama u fermentiranoj hrani. Organske kiseline imaju niz zdravstvenih ucinaka i fiziolo-
8kih funkcija kod ljudi. Na primjer, laktat ima imunomodulatoran ucinak reguliranjem stani¢ne
mreze citokina i signalnog sustava crijevne sluznice. Limunska kiselina modulira aktivnost ti-

rozinaze i tako inhibira melanogenezu u ljudskim stanicama. Octena kiselina i propionska ki-
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selina poboljSavaju i moduliraju inzulinski odgovor produljenjem vremena sitosti kod ljudi. Or-
ganske kiseline djeluju antimikrobno na patogene mikroorganizme, $to moze biti korisno u
promicanju kolonizacija crijeva korisnim mikroorganizmima, a ne patogenim (Coban, 2020).
Koncentracija sintetiziranih organskih kiselina mijenjala se tijekom fermentacije, a kinetika na-
stajanja prikazana je na slikama 10-12.

Mlije€na kiselina jedna je od glavnih metabolita tijekom fermenacije napitaka dobivenih previ-
ranjem saharoze s dodatkom voca i vodenih kefirnih zrnaca. Kinetika nastajanja mlijecne ki-
seline prikazana je na slici 10. Vidljivo je linearno povecanje koncentracije u prvih 3 dana
fermentacije pri svim razli¢itim poc¢etnim koncentracijama Secera, kao i u kontrolnom uzorku.
Najveca koncentracija odredena je na kraju procesa u kontrolnom uzorku (5,77 g/L), a tek
nedto niZza u uzorku s 50 g/L dodane saharoze (5,31 g/L). U uzorcima s dodanih 120 g/Li 150
g/L saharoze su odredene relativho podjednake koncentracije mlijecne kiseline (4,41 g/Li4,50
g/L). Najniza koncentracija izmjerena je u uzorku s 80 g/L saharoze i iznosila je 4,05 g/L. U
istraZivanjima koji su proveli Martinez-Torres i sur. (2016), koncentracija mlijecne kiseline je
nakon 48 h bila 1,7 g/L, pri koncentraciji $e¢era od 50 g/L. U ovom je radu u tom vremenskom

razdoblju postignuta vrijednost od 4,056 g/L, §to je 2,39 puta veéa koncentracija.

—il— kontrola
—@— 50 g/L
—&— 80 g/L
2 —W—120 g/L
—4—150 g/L

mlije¢na kiselina (g/L)

0 T . T . T . T . T .
0 2 4 6 8 10
vrijeme (dani)

Slika 10. Kinetika nastajanja mlije¢ne kiseline tijekom 10 dana fermentacije vodenog kefira

Nastajanje octene kiseline rezultat je metabolizma bakterija octene kiseline koje su dio simbi-

oticke kulture vodenih kefirnih zrnaca. Njezin udjel je manji od udjela mlije¢ne kiseline, no
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vazan je zbog svog inhibicijskog djelovanja na patogene mikroorganizme i vrste koje izazivaju
kvarenje namirnica (Martinez-Torres i sur., 2016). Kinetika nastajanja octene kiseline prika-
zana je na slici 11. Kao i kod mlije¢ne kiseline, najveéa koncentracije octene kiseline, nakon
10 dana fermentacije, izmjerena je u kontrolnom uzorku (3,84 g/L), a u uzorku kojem je dodano
50 g/L saharoze ta je vrijednost bila 3,54 g/L. Najniza koncentracija octene kiseline izmjerena
je pri 80 g/L saharoze, dok su pri koncentracijama od 120 g/L i 150 g/L saharoze izmjerene

blago vise koncentracije (2,94 g/L i 2,99 g/L).
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Slika 11. Kinetika nastajanja octene kiseline tijekom 10 dana fermentacije vodenog kefira

Uz mlije€nu kiselinu koja je dominantna u vodenom kefiru, prisutna je i glukonska kiselina.
Prema rezultatima mjerenja provedenih u ovom istrazivanju, koncentracija glukonske kiseline
je bila izrazito niska (slika 12), no mozZe se uo€iti linearni rast u prva 3 dana fermentacije kao
i kod mlije€ne i octene kiseline. Isto tako, ponovno je najve¢a koncentracija izmjerena u kon-
trolnom uzorku (0,05 g/L), jedva primjetno manja kod 50 g/L Secera (0,047 g/L), dok su u
ostalim koncentracijama izmjerene vrijednosti od 0,032 g/L do 0,039 g/L.

Sve fermentacije provedene su u stati¢noj kulturi na sobnoj temperaturi, pri E¢emu im nije od-
redivan mikrobioloSki sastav. Upravo je to jedan od glavnih razloga $to je uo¢eno odredeno
odstupanje izmedu dobivenih rezultata u ovom radu i objavljenih u dostupnoj literaturi, jer su

rezultat razlicitosti mikroflore koja je dio ekoloSkog izvorista dodanih vodenih kefirnih zrnaca.
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Slika 12. Kinetika nastajanja glukonske kiseline tijekom 10 dana fermentacije vodenog kefira

4.3. Prinos biomase vodenih kefirnih zrnaca i koeficijent konverzije supstrata u
biomasu (Yxs)

Vodena kefirna, Zelatinozna zrnca predstavljaju simbiotsku kultura bakterija i kvasca ugrade-
nih u polisaharidnu matricu. Bakterije mlije€ne kiseline, kvasci i bakterije octene kiseline pri-
marni su mikrobni ¢lanovi vodenog kefirnog zrna. Medu ostalim doprinosima, vrste bakterija
mlijeCne kiseline proizvode egzopolisaharidnu matricu iz koje se formira kefirno zrno, dok kva-
sac pomaze bakterijama izvorom dus$ika koji mogu asimilirati. Medutim, koja to¢no vrsta prev-
ladava unutar mikrobiote zrnaca ovisi o0 zemljopisnom podrijetlu, supstratu i uvjetima fermen-
tacije.

Tijekom 10 dana fermentacije, prinos vodenih kefirnih zrnaca se mijenjao ovisno o koncentra-
ciji dodane saharoze (tablica 4). Rezultati se ne mogu usporediti s dostupnim literaturnim po-
dacima jer do sada nije niti jedno istrazivanje provedeno na fermentacijama vodene otopine
razliitih koncentracija Secera s vodenim kefirnim zrncima. Ono $to je vazno istaknuti je da su
za fermentacije uporabljene razli€ite hranjive podloge, kao i poetna pH vrijednost uporablje-
nih podloga, te temperature pri kojima su fermentacije vodene, Sto uvelike utjeCe na tijek fer-

mentacije i konacan proizvod.
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Tablica 4. Prinos vodenih kefirnih zrnaca nakon 10 dana fermentacije u negaziranoj mineral-

noj vodi s dodatkom suhih smokvi i razli¢itih koncentracija saharoze

y saharoze v inokuluma vy biomase v suhih smokvi Prinos biomase
(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) Px (%)
kontrola 7,21 8,60 7,19 1,39

50 8,01 11,14 7,68 3,13

80 8,00 13,69 7,63 5,89

120 8,00 14,10 7,92 6,10

150 8,03 15,95 7,40 7,92

Prinos biomase tijekom fermentacije usko je povezan s izvorom ugljika, odnosno supstratom.
Prema dobivenim rezultatima, saharoza (50 g/L) je izvrstan supstrat jer je nakon 10 dana
fermentacije izmjereno 13,69 g/L vlazne biomase, pri ¢emu je u kontrolnom uzorku izmjereno
11,42 g/L vlazne biomase (slika 13). Pri toj koncentraciji dodane saharoze je postignut najbolji
odnos vlazne i suhe biomase u istrazivanju jer je masa suhe biomase (50 g/L) iznosila 1,28

g/L, a u kontrolnom uzorku 1,14 g/L. U uzorcima s dodatkom viSih koncentracija saharoze
izmjeren jer je suha biomasa bila izmedu 1,11 1,18 g/L.

16
14
12

10

saharoza (g/L)

kontrola

vlazna I
suha

biomasa (g/L)

Slika 13. Odnos vlazne biomase i suhe tvari vodenih kefirnih zrnaca nakon 10 dana fermen-

tacije u negaziranoj mineralnoj vodi s dodatkom suhih smokvi i razli€itih koncentracija saha-
roze
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Izvor ugljika u hranjivoj podlozi je uvijek zanimljiv za istrazivanje kada se radi o simbiotskoj
kulturi mikroorganizama koji tijekom metabolizma imaju svoj strogo propisani slijed. Koncen-
tracija saharoze, koja je djelovanjem kvas&evog enzimnog sustava postala dostupna bakteri-
jama mlije€ne i octene kiseline, smanjivala se do kraja fermentacije, no nije potpuno utroSena,
Sto je rezultiralo vrlo ukusnim, blago slatkastim, a zbog nastalih kiselina, blago kiselkastim i
osvjezavajuéim okusom.

Sve bakterije, prisutne u ovoj mjeSovitoj kulturi su sposobne uporabiti saharozu, glukozu i
fruktozu kao izvor ugljika. Prema istrazivanjima Lisdiyanti i sur. (2000), bakterije iz roda Ace-
tobacter rastu brze u prisutnosti mlije€ne kiseline, jer mogu oksidirati laktat i acetat do CO i
vode.

U ovom su radu, po prvi put, izraCunati koeficijenti konverzije supstrata u biomasu (Yxs) koji
su prikazani u tablici 5. Najbolji Yxs postignut je pri koncentraciji od 120 g/L (1,0549 g/g), dok
je pri koncentraciji od 150 g/L dobiven vrlo niski rezultat (0,2117 g/g) u usporedbi s kontrolnim
uzorkom (0,3976 g/g). Uzorci s 50 g/L i 80 g/L postigli su vrlo sli¢an Ys (0,7497 g/g i 0,7925
g/g). Ovi rezultati se ne mogu usporediti ni s jednim literaturnim podatkom jer do sada nitko
nije obratio pozornost na ovaj vrlo vazan parametar. Isto tako, u ovom radu nije mjeren potpuni
kemijski sastav biomase vodenih kefirnih zrnaca, pa nije bilo moguée izraCunati iskoriStenje

procesa, a teorijski stupanj konverzije supstrata u biomasu (Yys teor.) Nije literaturno zabiljezen.

Tablica 5. Koeficijent konverzije supstrata u biomasu (Yxs) vodenih kefirnih zrnaca nakon 10
dana fermentacije u negaziranoj mineralnoj vodi s dodatkom suhih smokvi i razli€itih koncen-

tracija saharoze

y saharoze Y RS (So) Y RS (S) Yxis
(g/L) (g/L) (g/L) (9/9)
kontrola 1,84 0,14 0,3976
50 0,73 0,41 0,7497
80 0,83 0,37 0,7925
120 1,09 0,52 1,0549
150 1,21 0,64 0,2117

4.4. Antimikrobno djelovanje fermentiranog vodenog kefira

Zrnca vodenog kefira sadrze bakterije mlijeCne kiseline (najéeS¢e L. paracasei, L. para-
buchneri, L. kefiri, L. caseii i L. lactis), bakterije octene kiseline (A. lovaniensis) i kvasce (ug-

lavhom S. cerevisiae), a razna istraZivanja pokazala su potencijalna probioti¢ka svojstva za
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primjenu u razvoju funkcionalne hrane. U nekim mikroorganizmima vodenog kefira te probio-
ticke znacajke ukljuCuju sposobnost antagonistiCkog djelovanja protiv potencijalnih patogenih
sojeva, adheziju na epitelne stanice, otpornost na simulirani zelu¢ani sok i zu¢ne soli, preziv-
ljiavanje prijenosa kroz gastrointestinalni trakt i potencijal za induciranje aktivacije imunoloskog
sustava sluznice crijeva (Romero-Luna i sur., 2020).

Zbog odredivanja antimikrobne aktivnosti vodenog kefira, uzorci su testirani na hranjivim po-
dlogama nacijepljenim patogenim bakterijama Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi-

murium i Staphylococcus aureus, te kvascem Candida albicans. Dobiveni rezultati prikazani
su u tablici 6, a fotografije uzoraka na slici 14. Moze se uoCiti da je prema gram’ bakterijama
(P. aeruginosa i S. typhimurium) postignuto izvrsno antimikrobno djelovanje jer su zone inhi-
bicije bile ve¢e od 20 mm, dok je gram™ bakterija S. aureus bila otporna na antimikrobno

djelovanje pri ve¢im koncentracijama Secera (80, 120 150 g/L), dok su kod kontrolnog uzorka
i dodatkom 50 g/L Secera postignute male zone inhibicije, no uglavnom je testni mikroorgani-

zam ,prerastao“ hranjivu podlogu (slika 14).

Tablica 6. Antimikrobna aktivnost vodenog kefira fermentiranog u negaziranoj mineralnoj vodi

uz dodatak razli¢itih koncentracija saharoze (zone inhibicije izrazene u mm)

Koncentracija S. auereus P. aeruginosa S. typhimurium  C. albicans
saharoze (g/L) (mm) (mm) (mm) (mm)
kontrola 20* 30 26 11

50 - 27 25 20

80 - 24 21 -

120 15* 25 24 -

150 15* 24 25 8
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P. aeruginosa (kontrola) S. typhimurium (kontrola)

S. aureus (sve koncentracije saharoze) C. albicans (sve koncentracije saharoze)

Slika 14. Zone inhibicije ispitivanih mikroorganizama (osobna fotografija)
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5. ZAKLJUCCI

Nakon provedenih istrazivanja doneseni su slijedeci zakljucci:

1. Vodeni kefir je nutritivno vrijedan napitak bogat mineralima, a glavni metaboliti nakon fer-
mentacije simbiotske kulture bakterija i kvasaca su organske kiseline (mlije€na, octena i glu-

konska kiselina) te mali udjel alkohola.

2. U svim je uzorcima zabiljezen pad pH vrijednosti i koncentracije etanola. Takoder, s prote-

kom vremena, zabiljezeno je povecanje koncentracije mlije¢ne, octene i glukonske kiseline.

3. Najvedi prinos biomase postignut je u eksperimentu sa dodatkom 150 g/L saharoze (7,92
g/L), no najbolji koeficijent konverzije supstrata u biomasu je postignut pri koncentraciji saha-
roze od 120 g/L (1,055 g/g). Rezultat se mozZe objasniti zaostatkom neprevrelih $ecera (glu-

koze i fruktoze) u vodenom kefiru s najviSom koncentracijom dodane saharoze.

4. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija P. aeruginosa,
S. typhimurium i S. aureus, te kvasca C. albicans. Svi uzorci vodenog kefira pokazali su izvr-
snu antimikrobnu aktivnost prema P. aeruginosai S. typhimurium, a nezadovoljavaju¢u prema

S. aureus i C. albicans.
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