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1. UVOD



Vodeni kefir je fermentirani napitak koji se dobiva dodatkom vodenih kefirnih
zrnaca(polisaharidna zrnca koja sluze kao inokulum) mijeSavini vode, Secera (saharoze),
suhogvoca i eventualno drugih sastojaka kao Sto je limun, ovisno o receptu. Nakon 2 do 4
dana aerobne inkubacije na sobnoj temperaturi, dobiva se pjenusavo, zuckasto fermentirano
pice koje ima vocni, kiseli, blago slatki i blago alkoholni okus i aromu. Vodeni kefir je
dostupan diljem svijeta, ali joS uvijek nije poznato koje je stvarno podrijetlo vodenih kefirnih
zrnaca. Pretpostavlja se da polisaharidna zrnca potjeCu iz listova biljke smokve Opuntia
cactus. Osim upotrebe naziva vodena kefirna zrnca u zapadnoj Europi, druga imena se
takoder koriste za ovaj inokulum fermentiranog pica, ovisno o zemljopisnom polozaju, kao
Sto su ,ginger beer plants", ,Tibicos", ,Tibi grains", ,California bees", ,African bees", ,ale
nuts®, ,balm of Gilead", ,Bebées", ,Japanese beer seeds", and ,sugary kefir grains".
Trenutno su istrazivanja o vodenom kefiru vrlo ograniena i vecina dostupnih znanstvenih
informacija bavi se raznolikoS¢u vrsta.

Takoder, istrazen je kemijski i strukturni sastav polisaharida vodenih kefirnih zrnaca. Do
danas je poznato da se raznolikost mikrobnih vrsta vodenog kefira sastoji od stabilnog
konzorcija, uglavnom bakterija mlijeCne kiseline, kvasaca i bakterija octene kiseline, Sto se
moZe pokazati pomocu kulturno-ovisnih i kulturno-neovisnih metoda. Nedavno je pronadena
i Bifidobacterium psychraerophilumy/crudilactis u vodenom kefiru putem kulturno-ovisnih i
kulturno-neovisnih metoda. Medutim, postalo je jasno da razliCiti vodeni kefiri pokazuju
razliCitu raznolikost vrsta. Stoga je potreban sustavni pristup zaproucavanje mikrobiologije
vodenog kefira. Nadalje, poznato je da se polisaharid vodenog kefirnog zrnca sastoji od
dekstrana, a-1,6 povezanog glukoznog polimera, kojeg proizvode odredene vrste bakterija iz
roda Lactobacillus ifili Leuconostoc. Medutim, do sada nije provedena temeljita analiza
metabolita tijekom procesa fermentacije vodenog kefira. Cilj ovog istrazivanja bio je stedi
dublje razumijevanje procesa fermentacije vodenog kefira, te dinamiku zajednice i tijek

potrosnje supstrata i proizvodnje metabolita.

U ovom radu su tijekom 12 dana fermentacije vodenog kefira s kefirnim zrncima mineralnoj
vodu praceni slijedeci parametri:

- utjecaj tijeka fermentacije na prinos biomase vodenih kefirnih zrnaca

- promjena pH vrijednosti kefira tijekom fermentacije

- promijena koncentracija ukupnih kiselina, glukonske, mlijecne i octene kiseline tijekom

fermentacije



- antimikrobna aktivnost napitka dobivenog fermentacijom mineralne vode s dodatkom

suhe marelice i razli¢itih koncentracija dodane saharoze



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Vodeni kefir

Vodeni kefir je stabilna mikrobna zajednica razli¢itih mikroorganizama koji se koristi za izradu
domaceg fermentiranog pic¢a. Za pripremu pi¢a zrnca su uronjena u otopinu saharoze (8%
tez/vol), s dodatkom svjezeg ili suhog voca (ReiB, 1990) i fermentirana na sobnoj
temperaturi dva ili tri dana. Mogu se dodati i kriSke limuna za svjeZi okus, ali one nisu
potrebne za rast mikrobne simbioze. Nakon fermentacije, zrnca se mogu ukloniti
procjedivanjem, a dobiveni napitak je ugodnog voénog okusa. Nakon toga, zrnca se isperu
vodom iz slavine i ponovno se upotrijebe za sljedeéi korak fermentacije. Nastalo pice je
pjenusavo i mutno, gazirano, slabo kiselo, pomalo slatko i blago alkoholno, ovisno o tome
koliko dugo je trajala fermentacija.

Podrijetlo kefira nije poznato. Prvi opis slicnih zrnaca zvanih “Ginger-beer Plant” opisao je
Ward 1892. godine (Ward, 1892). Izvijestio je da su britanski vojnici donijeli zrnca iz
Krimskog rata 1855. Ostali opisi povezuju zrnca (zvana Tibi) s meksickim kaktusima sorte
Opuntia gdje su skinuti lis¢a (Lutz, 1899). Do danas su poznati razli¢iti sinonimi, tako da ova
simbioza ima razliite nazive kao Sto su “California bees”, “African bees”, “Ale nuts”, “Balm of
Gilead”, “Japanese Beer Seeds” ili “Sugary kefir grains” (Kebler, 1921; Pidoux i sur., 1988).
Nekoliko istrazivanja je potvrdilo mikrobne vrste koje se nalaze unutar zrnaca kao stabilnu
simbiozu nekoliko rodova laktobacila, bakterija octene kiseline i kvasaca (Franzetti i sur.,
1998; Horisberger, 1969; Lutz, 1899; Moinas i sur., 1980; Neve i Heller, 2002; Pidoux, 1989;
Stadelmann, 1957; Ward, 1892). Gulitz i sur. (2011) su pokazali da se simbioza vodenog
kefira sastoji od 10® laktobacila, 10°-10® bakterija octene kiseline i 10°-10” kvasaca po
gramu zrnaca. Osim toga, joS nekultivirane bifidobakterije mogu se otkriti u nekoliko vodenih
kefirnih zrnaca razliitog podrijetla (Gulitz i sur., 2013). Ovi nekultivirani organizmi pokazuju
obvezujuci sinergizam izmedu mikrobiota u simbiozi vodenog kefira. Mikroorganizmi su
ugradeni u prozirna zrnca u obliku smrvljenog leda koja se uglavnom sastoje od netopljivog
dekstrana s a-1,6-vezanom glukozom i grananjem na a-1,3 mjestu (Horisberger, 1969;
Pidoux i sur., 1988). Pidoux i sur. (1988) i Waldherr i sur. (2010) svojim su istrazivanjima
pokazali da je Lactobacillus hilgardii vazna vrsta za sintezu EPS (egzopolisaharid) te stoga i

za formiranje zrnca tijekom fermentacije vodenog kefira.



Slika 1. Vodena kefirna zrnca (Stadie, 2013)

Slika 2. Sastojci potrebni za fermentaciju vodenog kefira; mineralna voda, suho voce,
vodena kefirna zrnca, Secer. U ¢asi je prikazan gotovi napitak (Stadie, 2013)

Leroi i Pidoux (Leroi i Pidoux, 1993a) su prvo odredili sinergizam izolata vodenog kefira,
odnosno interakciju L. hilgardii i Saccharomyces florentinus (reklasificirano kao
Zygotorulaspora (Z.) florentina (Kurtzman, 2003). U mijeSovitoj kulturi L. Ailgardii bolje
prezivljava i proizvodi mlijecnu kiselinu, dok je rast S. florentinus drasticno smanjen pa su
zakljucili da postoji parazitska interakcija izmedu ovih mikroorganizama vodenog kefira.
Dokazali su da su CO,, piruvat, propionat, acetat i sukcinat, metaboliti kvasca odgovorni za
prednosti kod L. hilgardii. S druge strane, pokazali su da kombinacija L. hilgardii i Candida



lambica nije stimulirala simbiozu, ve¢ suprotno, imobilizirani u kalcijevom alginatu, rast

bakterija i proizvodnja mlijecne kiseline su inhibirani(Leroi i Pidoux, 1993a, 1993b).

2.2. Metabolizam secera vodenih kefirnih mikroorganizama

2.2.1.Bakterije mlijecne kiseline (BMK)

Bakterije mlije¢ne kiseline su gram pozitivne bakterije, koje koriste ugljikohidrate kao izvor
energije za proizvodnju mlijene kiseline. Rodovi Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus,
Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus i Vagococcus pripadaju skupini
bakterija mlijeCne kiseline(Jay, 1992a). U vodenom kefiru moze se naci nekoliko vrsta prvih
dvaju rodova(Gulitz i sur., 2013). Metabolizam Secera podijelijen je u dvije skupine,
homofermentativne i heterofermentativne BMK. Homofermentativne BMK kataboliziraju
glukozu putem Emden-Meyerhof puta s laktatom kao svojim glavnim krajnjim produktom
(najmanje 80% laktata od glukoze). Zbog nedostatka aldolaze i trioza fosfat izomeraze,
homofermentativne BMK metaboliziraju glukozu proizvodnjom ekvimolarnih koliina laktata,
etanola i ugljinog dioksida putem pentoza fosfatnog puta. Tijekom tih reakcija samo jedan
mol ATP-a rezultira iz jednog mola glukoze, dok se kod homolaktiCne fermentacije proizvode
2 mola ATP-a. U prisutnosti elektron-akceptor molekula kao Sto su fruktoza, citrat, malat,
fumarat, kisik ili nezasi¢ene masne kiseline (Stolz i sur., 1995) pomocu acetat kinaze, acetat i
ATP mogu nastati umjesto etanola. U tim uvjetima heterolakticka fermentacija glukoze
takoder rezultira s 2 mola ATP-a. Fakultativni heterofermentativni laktobacili fermentiraju
heksoze do laktata kao homofermentativhe bakterije, ali dodatno mogu proizvesti etanol i
laktat bez stvaranja plina iz pentoza. Ovu vrstu fermentacije nemamo kod vodenih kefirnih
organizama. Tablical prikazuje homo i heterofermentativne vrste BMK koje su ukljucene u
simbiozi vodenog kefira. Prijenos saharoze u stanice moze se provesti uglavhom pomocu
sustava za fosfotransferazu(PTS) uz istovremenu fosforilaciju saharoze do saharoza-6-fosfata

fosfoenolpiruvatom ili alternativno putem kationskog sustava (Kaditzky, 2008).



Tablica 1. Homo- i hterofermentativne vrste u vodenim kefirnim zrncima (Gulitz i sur., 2011,

2013)

homofermentativne vrste BMK heterofermentativne vrste BMK
Lactobacillus hordei Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus nagelu Leuconostoc citreum

Lactobacillus casei Lactobacillus hilgardu

Lactobacillus satsumensis

lukoza
=G
~— ADP
glukoza-6-fosfat

l

fruktoza-6-fosfat
—GD
F~-—> ADP
fruktoza-1,6-bisfosfat

aldolaza

A//

-
dihidroksiaceton- » gliceraldehid-3-fosfat

fosfat trioza-fosfa _) b
v

izomeraza
NADH + H' ¢

1,3-bisfosfoglicerat
— ADP

e G

3-fosfoglicerat

glukoza + 2ADP + 2 P, —> 2 laktat + 2 ATP i

2-fosfoglicerat

l

fosfoenolpiruvat
——{ ADP
e G
piruvat
NADH + H! '——_

oo

laktat

Slika 3. Homofermentativna fermentacija bakterija mlijene kiseline (BMK)
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Slika 4. Heterofermentativna fermentacija bakterija mlijecne kiseline (BMK)

2.2.2. Bakterije octene kiseline

Bakterije octene kiseline su gram negativne, otporne na kiselinu(do pH 2.6) i obligatni
aerobi, ukljuCujuéi rod Acetobacter i Gluconobacter. Gluconobacter stvaraju svoju energiju
putem nepotpune oksidacije ugljikohidrata ili alkohola, Sto rezultira odgovaraju¢im
kiselinskim oblicima (npr.glukonska kiselina iz glukoze i acetidna kiselina iz etanola)(Jakob i

, 2012; Kramer, 2007). Acetobacter sp. nadalje su sposobni oksidirati octenu kiselinu u
vodu i CO,. Bakterije octene kiseline prirodno se mogu naci u biljnim stanistima bogatim

ugljikohidratima ili etanolom. Danas su bakterije octene kiseline vrlo vazne za komercijalnu

7



proizvodnju octene kiseline(Gullo i Giudici, 2008; Kramer, 2007), a upravo zbog toga nisu
pozeljne tijekom fermentacije vina. Mnogi sojevi bakterija octene kiseline mogu se
identificirati kao proizvodaci fruktana, njihovi egzopolisaharidi se sastoje samo od monomera
fruktoze (Jakob i sur., 2012, 2013). Tijekom tog rada, bakterije octene kiseline su igrale malu
ulogu, buduci da ih je jako malo nadeno u vodenim kefirnim zrncima, vjerojatno zato Sto je
kisik ograni¢en u ovom okruzenju, osim u postupku pranja i ponovne procedure (Gulitz i sur.,
2013).

2.2.3. Bifidobakterije

Bifidobakterije su gram pozitivni mikroorganizmi, a mlijecna kiselina jedan je od njihovih
glavnih metabolita, stoga su dugo vremena bile klasificirane kao bakterije mlijecne kiseline.
Zbog njihovih filogenetskih i metabolickih razlika u odnosu na bakterije mlije¢ne kiseline,
izdvojene su kao posebna vrsta bakterija 1974. godine (Ballongue, 1993). Monosaharidi se
metaboliziraju u tzv. “bifidus shunt” koji je razli¢it od homo- i heterofermentativnog puta
bakterija mlijecne kiseline. Umjesto aldolaze i glukoza-6-fosfat dehidrogenaze, bifidobakterije
proizvode fruktoza-6-fosfat fosfoketolazu, kljucni enzim u njihovom metabolickom putu i
taksonomski marker za bifidobakterije. Slicno homofermentativnhom putu, ,bifidus shunt®
poCinje s konverzijom glukoza-6-fosfata u fruktoza-6-fosfat pomocu glukoza-6-fosfat
izomeraze. Zatim se fruktoza-6-fosfat podijeli na acetilfosfat i eritrozu-4-fosfat. Na kraju,
Lbifidus shunt" rezultira s 1.5 mola acetata, 1 mola laktata i 2.5 mola ATP-a iz 1 mola
glukoze (Kaditzky, 2008; Pokusaeva i sur., 2011; de Vries i Stouthamer, 1967). Na temelju
sposobnosti koristenja razlicitih vrsta oligosaharida, bifidobakterije su prilagodene specifi¢nim
niSama i stoga su sposobne preZivieti u zahtjevnim stanistima. Bifidobakterije su dio
bakterijske flore ljudskog i Zivotinjskog gastrointestinalnog trakta. Posebno velike koli¢ine
bifidobakterija mogu se naci u izmetu dojencadi hranjene majcinim mlijekom zbog njihovog
metabolizma neprobavljivih oligosaharida ljudskog mlijeka (Pokusaeva i sur., 2011). Osim
njihove upotrebe oligosaharida, bifidobakterije su sposobne inhibirati patogene bakterije,
proizvodedi kiselinu Sto rezultira smanjenim pH vrijednostima, proizvodnjom bakteriocina i
dodatno blokiranjem receptora za adheziju patogena i toksina. Tako da se bifidobakterije
zbog svojih blagotvornih uc¢inaka na zdravlje Cesto koriste kao probiotici u hrani (Collado i
sur., 2005; Macfarlane i Englyst, 1986; Rastall i sur., 2005; de Vries i Stouthamer, 1968).
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Slika 5. Bifidobakterijski metabolizam glukoze nazvan ,bifidus shunt® ()

Vedina vrsta bifidobakterija moZe se izolirati iz ljudskog i Zivotinjskog crijeva i obi¢no rastu
striktno anaerobno na 37°C, Sto je i uobiCajeno za ovo staniSte. S metodama neovisnim o
kulturi neke vrste bifidobakterija mogu se otkriti u mlijecnom kefiru, isto kao i u vodenom
kefiru (Dobson i sur., 2011; Gulitz i sur., 2013). Bifidobacterium psychraerophilum, jedna
vrsta koja se joS mozZe kultivirati iz vodenih kefirnih zrnaca (Gulitz i sur., 2013) je
neuobicajena vrsta bifidobakterija. Kako je ova vrsta sposobna rasti pri nizim temperaturama
(do 4°C) i u aerobnim uvjetima, naziva se psihroaerofil (vole hladnocu i zrak). Ipak, optimalni

rast postizu anaerobno na 37°C(Simpson i sur., 2004).



2.2.4. Kvasci

Kao glavni izvor energije, kvasci kataboliziraju glukozu do piruvata putem glikolize. U
odsutnosti kisika, NADH se mora ponovno oksidirati tijekom etanolne fermentacije. Tijekom
fermentacije, piruvat se pretvara u acetaldehid i CO, te se acetaldehid reducira u etanol
pomocu alkoholne dehidrogenaze(Dickinson i Kruckeberg, 2006). U prisutnosti kisika i
odsutnosti represije, piruvat se moze respirirati do CO, i energije u obliku ATP-a. Dakle,
piruvat se transportira u mitohondrij, pretvara se u acetil-CoA i oksidira putem citratnog
ciklusa. Reducirani NADH i FADH, koji su nastali tijekom glikolize i citratnog ciklusa,
reoksidiraju se u diSnom lancu u cilju proizvodnje energije u obliku ATP-a (Dickinson i
Kruckeberg, 2006; Feldmann, 2005). Citratni ciklus nije samo katabolicki put za proizvodnju
energije, nego i anabolicki put proizvodnje intermedijara za formiranje aminokiselina i
nukleotida(Feldmann, 2005). Saccharomyces cerevisiae, sastojak vodenih kefirnih zrnaca je
fakultativni anerobni kvasac. To su kvasci koji mogu katabolizirati glukozu aerobno i
anaerobno. Anaerobno fermentiraju glukozu u etanol kao Sto je ve¢ opisano. Respiracija u
mediju koji sadrZi glukozu (visSe od 0.1%) iz S. cerevisiae je ograni¢ena (manje od 10%
katabolizma glukoze) zbog Crabtree efekta ili represije glukoze. U prisutnosti glukoze, vise se
ne sintetiziraju respiratorni i glukoneogenezni enzimi pa se piruvat usmjerava u etanol ¢ak i u
prisutnosti kisika(Barnett i Entian, 2005; Gancedo i Serrano, 1989). Nastajanje sukcinata
pomocu kvasaca moze biti izvedeno na razliite nacine. S jedne strane, oksidativni put
citratnog ciklusa se prekida na razini sukcinata u fermentiraju¢im kvascima tijekom aerobnih
uvjeta(de Klerk, 2010; Gancedo i Serrano, 1989). Reducirani ekvivalenti mogu se reciklirati
npr. proizvodnjom manitola, dok je elektron upucen na fruktozu(Lee i sur., 2003). S druge
strane, u odsutnosti kisika, citratni ciklus moze funkcionirati u reduktivnom putu od
oksaloacetata preko malata i fumarata do sukcinata (De Klerk, 2010). Unos heksoze u
stanice reguliran je permeazom induciranim transportnim sustavima (Dickinson i Kruckeberg,
2006; Gancedo i Serrano, 1989). Hranjiva podloga za vodeni kefir sadrzi glukozu i fruktozu,
ali glavni Seéer koji se koristi je saharoza. Disaharid saharoza hidrolizira se izvanstani¢no
pomocu invertaze kvasca na fruktozu i glukozu (Dickinson i Kruckeberg, 2006; Feldmann,
2005). Nakon toga, heksoze se transportiraju do stanice na nacin koji je ve¢ opisan.
2Zygosaccharomyces su rod osmotolerantnih kvasaca i stoga mogu rasti na supstratima s
visokom koncentracijom Seéera(Dickinson i Kruckeberg, 2006). Hranjiva podloga vodenog
kefira s visokim udjelom Secera (ukupno oko 90 g/L) i niskom koncentracijom aminokiselina
zahtjevno je staniste za mikroorganizme. Zygotorulaspora florentina, glavni predstavnik

kvasaca u vodenim kefirnim zrncima (Gulitz i sur., 2011) nazvan je Zygosaccharomyces
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florentinus prije reklasifikacije 2003. (Kurtzman, 2003), poznat je kao osmotolerantni kvasac.
Ove vrste kvasaca mogu uzrokovati kvarenje hrane, ali tijekom fermentacije vodenog kefira

su pozeljne.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Cjelokupni tijek istrazivanja

PRIPREMA NAPITKA

* nacjepljivanje vodenih kefirnih zrnaca u mineralnu vodu(20g/L)
e razli¢ite koncentracije saharoze(50,60,70,80,90 i 100 g/L)
e suhe marelice (5 g/L)

FERMENTACUA

e Erlenmeyerove tikvice prekrivene gazom
* sobna temperatura
e 12 dana

ANALIZA PROIZVEDENOG NAPITKA

e odredivanje pH vrijednosti

e odredivanje koncentracije octene kiseline

e odredivanje koncentracije glukonske kiseline
e odredivanje koncentracije mlijecne kiseline
e odredivanje koncentracije alkohola

e odredivanje prinosa vodenih kefirnih zrnaca

e antimikrobno djelovanje(E.coli, Salmonella, Pseudomonas,
Candida)

Slika 6.Shematski prikazcjelokupnog istrazivanja
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3.2.1. Priprava vodenih kefirnih zrnaca

Starter kultura vodenih kefirnih zrnaca je pripravljena zajedno s ,majcinskom hranjivom
podlogom" u mineralnoj vodi s dodatkom 60 g/L konzumnog Secera. 20 g kefirnih zrnaca je
uzgajano u 100 mL mineralne vode na 28 °C u termostatu. Nakon 24 sata uzgoja, zrnca su
isprana sterilnom destiliranom vodom i ponovno inokulirana u 100 mL mineralne vode, te je

ovaj postupak proveden dva puta.

3.2.2. Priprava uzoraka za fermentaciju

Za proizvodnju napitaka su u mineralnu vodu (Radenska d. o. 0. Radenci, Slovenija) dodane
razliCite koncentracije Secera (50, 60, 70, 80, 90 i 100 g/L) i 5 g/L vodenih kefirnih zrnaca.
Fermentacija je trajala 12 dana.

3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti

Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 12 dana fermentacije. Mjerenja su

provedena pomocu pH metra Hanna Industrial model HI 98103.

3.2.4. Odredivanje koncentracije mlijecne kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 10 mL uzorka fermentiranognapitka i dodano je
nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M NaOH do
prve pojave ljubicaste boje. Svaki mL 0,1 M NaOH ekvivalentan je 90,08 mg mlije¢ne

kiseline. Masena koncentracija mlijecne kiseline (mg/mL) izracunata je prema jednadzbi:
Y(CH3CH(OH)COOH) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 90,08) / V(uzorka) 3)
gdje je:

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

M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M)

V(uzorka) = volumen uzorka (mL)
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3.2.5. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi
fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave
ljubicaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izraCunata je prema

jednadzbi:

ACsH1207) = (V(NaOH) - M(NaOH).- 1,97) / V(uzorka) (2)

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

Vuzorka = volumen uzorka (mL)

3.2.6. Odredivanje koncentracije octene kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranognapitka i 20 mL vode
te je dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M
NaOH do prve pojave ljubicaste boje. Masena koncentracija octene kiseline (g/L) izraCunata

je prema izrazu:

MCH3COOH) = V(NaOH) - ANaOH) -V(uzorka) - 6 (D)
gdje je:

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

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

V(uzorka) = volumen uzorka (1 mL)

3.2.7. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima, tijekom previranja Secera do etanola i biooksidacije
etanola do octene kiseline, odredivan je kemijskom metodom koja se zasniva na oksidaciji

alkohola s kalijevim bikromatom (K>Cr.07) u kiselom okoliSu.

Postupak:
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U odmjernu tikvicu od 50 mL stavljeno je 5 mL uzorka kokosove vode koji je razrijeden s
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos kokosove vode i vode je 1:10). Uzorak je
prebacen u tikvicu kruskastog oblika od 50 mL i neutraliziran s 0,1 M NaOH. U Erlenmeyer
tikvicu od 100 mL, u koju ¢e se hvatati destilat, stavljeno je 10 mL otopine kalijevog
bikromata i 5 ml koncentrirane H,SO4. Destilat se preko hladila i lule uvodi u otopinu
kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u rashladenoj vodi.
Destilacija je morala biti polagana i postupna, a 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 promuckan, zacepljen gumenim ¢epom i ostavljen
stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije, utroSen je jedan dio
bikromata, dok je drugi ostao u suviSku. Nakon toga je sadrzaj kvantitativno prebacen u
Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200 mL destilirane vode radi
razrjedenja i 10 mL 20 %-tne otopine KI (radi odredivanja preostale koliine kalijevog
bikromata) i ostavljeno zacepljeno 5 minuta. Tijekom tog perioda dolazi do oksido-
redukcijske reakcije izmedu preostalog kalijevog bikromata i KI, gdje se krom se iz
Sesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz KI oksidira se u elementarni jod, zbog Cega
otopina dobije tamnu boju; elementarni jod se oslobada u koli¢ini ekvivalentnoj kalijevom
bikromatu. Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata
(Na2S;03), pri ¢emu dolazi do oksido-redukcijske reakcije 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 izracunata prema jednadzbi:
alkohol (vol %) = (10 - ) - 2 (4)
a = utroSak 0,1 M otopine Na,S,03 (mL)

3.2.8. Izracunavanje prinosa vodenih kefirnih zrnaca

Nakon 12 dana fermentacije, vodena kefirna zrnca su pazljivo izvadena iz staklenih posuda i
oprana u plasticnom cjedilu demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije

dostigao pocetnu vrijednost vode (Toda i sur., 1991).
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Prinos biomase vodenih kefirnih zrnaca (Yu.) izraCunat je prema formuli:

(y vlazne biomase nakon fermentacije—y vlaznog inokuluma)

Yz (%) = 100 (5)

(v izvora C na pocetku fermentacije)

3.2.9. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost inhibicija rasta odabranih test mikroorganizama, bakterija vrsta
Escherichia coli,Pseudomonas aureginosa, Salmonella typhimurium i kvascaCandida albicans,
odredivana je metodom radijalne difuzije. Kao testni mikroorganizmi koristeni su sojevi
bakterijskih i kvascevih kultura iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju
i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Suspenzije stanica bakterija i kvasaca (108/mL) nacijepljene su na hranjive podloge te im je
u izbusene rupe u podlozi (visina 3 mm, promjer 4 mm) pipetom dodano 100 pL uzoraka
fermentirane kokosove vode. Podloge su stavljene na inkubaciju 24 h pri 28 °C (kvasci) i 48
h pri 37 °C (bakterije). Tijekom inkubacije, istrazivani uzorci difundirali su radijalno u agar
tvoredi gradijent koncentracije i, ovisno o njihovim antimikrobnim djelovanjima, inhibirali rast
mikroorganizama u okolini izbusenih rupa. Prozirna zona, u kojoj nema vidljivog rasta, naziva
se zona inhibicije (ZI) i indikacija je osjetljivosti testnog mikroorganizma.

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

trima paralelama te je izraCunata srednja vrijednost dobivenih rezultata.
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4. REZULTATI I RASPRAVA



Posljednjeg je desetljeca povecan interes za proizvodnju fermentiranih napitaka koji imaju
probioticka svojstva i time poboljSavaju zdravstveni status konzumenata (Ozer i Kirmaci,
2010). Vodeni kefir je pjenusav osvjezavajuéi proizvod, blago kiselog okusa. Dobiva se
fermentacijom pomocu zdruzene kulture bakterija i kvasaca. U ovom je radu proucavana
fermentacija mineralne vode s dodatkom suhih marelica pomocu vodenih kefirnih zrnaca.
Tijekom 12 dana aerobne fermentacije na sobnoj temperaturi, praceni su razliCiti parametri:
promjena pH vrijednosti fermentiranognapitka, kinetika nastajanja octene, glukonske i
mlijecne kiseline, te smanjenje koncentracije etanola, prinos biomase kefirnih zrnaca, kao i

antimikrobno djelovanje fermentiranog napitka (Slike 7-13, Tablica 2).

4.1. Promjena pH vrijednosti

Optimalna pH vrijednost za rast kvasaca iz roda Saccharomyces je od 4,3 do 4,8, a bakterija
iz roda Acetobacterizmedu 5,4 i 6,3. Rast se odvija i pri nizim pH vrijednostima, od 4,0 do
4,5 povoljnim za bakterije iz roda Lactobacillus (Bergey i Holt, 1994). Rezultati dobiveni ovim
istrazivanjem ukazuju da su bakterije octene kiseline kao dio mikroflore vodenih kefirnih
zrnaca sposobne rasti, proizvoditi organske kiseline i pri pH vrijednostima nizim od 4,0 (Slika
7).
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Slika 7.Promjena pH vrijednosti tijekom 12 dana uzgojavodenih kefirnih zrnaca u mineralnoj

vodi s razli¢itim koncentracijama dodane saharoze



Vazno je napomenuti da se pH vrijednost tijekom uzgoja moZze sniziti zbog nakupljanja
sekundarnih metabolita, uglavnom organskih kiselina (octena, glukonska, mlije¢na), koje
nastaju kao rezultat potrosnje izvora ugljika ili dusika. Pad pH vrijednosti zapocinje
fermentacijom i sintezom organskih kiselina(Mikkelsen i sur., 2009). No, nastajanje organskih
kiselina nije jedini razlog smanjenja pH vrijednosti napitka. Postoji pH gradijent
izmeduinokuliranihvodenih kefirnih zrnacaitekucine u kojoj se fermentacija odvija. Napitak
dobiven fermentacijom je prirodno vrlo blago kiseli jer se tijekom inokulacije dodaje i dio
~,majcinskog" napitka u kojem je kultura uzgojena, te se njenom inokulacijom odmah
smanjuje pH vrijednost hranjive podloge, najcesce s pocetne vrijednosti odpH 4 na pH 2.5

tijekom fermentacije (Chen i Liu, 2000; Sreeramulu i sur., 2000).

4.2. Promjena koncentracija organskih kiselina i etanola

MlijeCna kiselina jedna je od glavnih metabolita tijekom fermentacije napitaka dobivenih
previranjem Secera s dodatkom voca i dodatkom vodenih kefirnih zrnaca Kinetika nastajanja
mlijeCne kiseline tijekom fermentacije prikazana je na Slici 7. Vidljivo je gotovo linearno
povecanje koncentracije u prvih 4 dana fermentacije dana pri svim dodanim koncentracijama
saharoze. Najveca koncentracija na kraju procesa odredena je u uzorku sa 100 g/L Selera
(21,6 g/L), a najniza kod 70 i 80 g/I (11,76 i 11,52 g/L), dok su u ostalim koncentracijama
odredene relativno podjednake koncentracija octene kiseline (od 12,24 do 13,28 g/L).

Dobiveni rezultati ne razlikuju se od bitno rezultata koje je objavio Blanc (1996), koji je u
podlozi sa 70 g/L saharoze izmjerio nisku koncentraciju mlijecne kiseline, u podlozi sa 100
g/L visoku koncentraciju, a najviSu koncentraciju u podlozi s 50 g/L dodane saharoze. No,
opcenito gledano, iako i u rezultatima dobivenim u ovom radu i u istrazivanju koje je proveo
Blanc (1996) nema izriCite regularnosti, apsolutne vrijednosti nastale mlijeCne kiseline u

obadva istrazivanja su bile podjednake, izmedu 11 i 22 g/L.

18



-m-50g/L
-e-60g/L
20 - -% 70g/L
—<80g/L
—_ —%-90g/L
- |
3 ——100 g/L
s 15
£
2
=
©
i&z 10
E
5

6 7 8 9 10 11 12 13 14
vrijeme (dani)

o
=
N
w
Fy
(6]

Slika 8.Promjena koncentracije mlije¢ne kiseline tijekom 12 dana uzgojavodenih kefirnih

zrnaca u mineralnoj vodi s razlic¢itim koncentracijama dodane saharoze

Ovisno o tome Zeli li se proizvoditi fermentirani napitaks razlicitim vocem, ucinak pocetne
koncentracije izvora ugljika u podlozi je izrazito vaZzan jer nastajanje glukonske kiseline kao
sporednog proizvoda rezultira snizavanjem pH hranjive podloge (Masaoka i sur., 1993).
Prema istrazivanju koje je proveo Roussin (1996), uz mlijenu kiselinu koja je dominantna u
ovakvimnapitcima, u relativho visokim koncentracijama je odredena i glukonska kiselina.
Autor je upozorio da Cesto navodena prisutnost glukuronske kiseline u razlicitim uzorcima
moze zavarati jer obje kiseline imaju isto retencijsko vrijeme ako se odreduju mjerenjem na
HPLC-u. ZakljuCio je da glukuronska kiselina nije tipicna za napitke s vodenim kefirnim
zrncima, ved je to glukonska kiselina.

Rezultati prikazani na Slici 9 ukazuju da je koncentracija glukonske kiseline bila 10 puta niza
od koncentracije mlijene kiseline, no moze se uociti karakteristi¢ni linearni rast i kod jedne i
druge kiseline tijekom prvih 4 dana fermentacije. Ponovno je najveca koncentracija odredena
kod uzorka s dodanih 100 g/L saharoze (1,77g/L), nesto niza pri 60 g/L (1,12 g/L), a u
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uzorcima sa 50, 70, 80 i 90 g/L izmjerene su vrlo sli¢ne koncentracije glukonske kiseline (od
0,94 do 1 g/L).
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Slika 9.Promjena koncentracije glukonske kiseline tijekom 12 dana uzgojavodenih kefirnih

zrnaca u mineralnoj vodi s razli¢itim koncentracijama dodane saharoze

Uzorci nacijepljeni vodenim kefirnim zrncima uzgojeni su u statickoj kulturi na sobnoj
temperaturi, pri ¢emu nije bio odredivan mikrobioloSki sastav uzoraka. Upravo zbog ovog
razloga odredeno odstupanje izmedu dobivenih rezultata u ovom radu i objavljenih u
literaturi moze biti posljedica razli¢itosti mikroflore koja je dio ekoloSkog izvorista
inokuliranihvodenih zrnaca.

Nastajanje octene kiseline rezultat je metabolizma bakterija octene kiseline i vrlo je znacajna
zbog svog inhibicijskog djelovanja na patogene mikroorganizme i vrste koje izazivaju
kvarenje namirnica (Magalhaes i sur., 2010). Povecanje koncentracije octene kiseline tijekom
12 dana fermentacije prikazano je na Slici 10. Kao Sto se moze primijetiti na grafickom
prikazu, ponovno je najve¢a koncentracija odredena u uzorku sa 100 g/L dodane saharoze

(0,08 g/L), a pri svim ostalim koncentracijama izmjerene su podjednake vrijednosti
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koncentracije octene kiseline (0,046 do 0,51 g/L). Ovako niske koncentracije octene kiseline
mogu se objasniti time Sto mineralna vodane sadrzi biotin kao faktor rasta i amino dusik koji
su nuzni za intenzivniji metabolizam vodenih kefirnih zrnaca koji bi rezultirao veéim udjelom

octene kiseline u napitku.
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Slika 10.Promjena koncentracije octene kiseline tijekom 12 dana uzgojavodenih kefirnih

zrnaca u mineralnoj vodi s razli¢itim koncentracijama dodane saharoze

Napitak dobiven fermentacijom pomocu vodenih kefirnih zrnaca je kompleksni napitak koji je
istovremeno i zdrav i osvjezavajuéi, a na trzistu se moze naci kao bezalkoholno pice, Cija
koncentracija etanola mora biti niza od 0,5 % vol/vol.

Prema istrazivanjima koje su proveli Chen i Liu (2000), koncentracija etanola se povecava u
prvom dijelu fermentacije i postize svoju maksimalnu vrijednost, te se nakon toga smanjuje.
Do istog zakljucka dosao je i Reiss (1994), koji je zakljuCio da se nastajanje etanola
povecava do maksimuma u Sestom danu fermentacije, a nakon toga se smanjuije.

U ovom je radu izmjereno linearno povecanje koncentracije etanola do drugog dana

fermentacije i to kod svih koncentracija Secera (Slika 11). Najvece koncentracije su izmjerene
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kod 90 i 100 g/L (0,46 i 0,5 g/L), dok su pri drugim koncentracijama Secera izmjerene puno
manje koncentracije etanola (od 0,015 do 0,016 g/L). Rezultati smanjenja koncentracije
etanola ukazuju na biooksidaciju do octene kiseline jer je u cetvrtom danu njena
koncentracija naglo pocela rasti (Slika 10).
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Slika 11.Promjena koncentracije etanola tijekom 12 dana uzgojavodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s razli¢itim koncentracijama dodane saharoze

Tijekom 12 dana fermentacije, masa vodenih kefirnih zrnaca se mijenjala ovisno o

koncentraciji dodane saharoze (Tablica 2).
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Tablica 2. Prinos vodenih kefirnih zrnaca nakon 12 dana fermentacije u mineralnoj vodi s
dodatkom razli¢itih koncentracija saharoze

Koncentracija y inokuluma (g/L) ysuhih marelica (g/L) Prinos (%)
saharoze (g/L)

50 20,14 33.93 10,21
60 24,28 33.39 19,11
70 26,07 33.52 23,12
80 28,47 32.50 28,45
90 31.11 33.50 30,33
100 34,02 35.18 38,42

4.5. Antimikrobna aktivnost

Mnoga dosadasnja istrazivanja antimikrobne aktivnosti napitaka dobivenih pomocu
fermentacije vodenim kefirnim zrncima pokazala su djelovanje na Siroki spektar patogenih
bakterija, no djelovanje na kvasce i plijesni je vrlo rijetko istraZivano (Greenwalt i sur., 1998;
Sreeramulu i sur., 2000). Rezultati tih istrazivanja pokazali su da takvi napitci vrlo
djelotvorno inhibira rast bakterijskih vrsta, dok prema kvascima i plijesnima uglavhom nije
imala inhibicijsko djelovanje, vjerojatno zato Sto su kvasci i plijesni acidofilni mikroorganizmi,
a time i otporniji na organske kiseline koje nastaju tijekom fermentacije, posebice na
mlijecnu kiselinu koja nastaje u najvecoj koncentraciji (Battikh i sur., 2012).

U ovom su radu, zbog odredivanja antimikrobne aktivhosti vodenog kefira uzgajanog u
mineralnoj vodi s razliCitim koncentracijama dodane saharoze, uzorci testirani na hranjivim
podlogama nacijepljenim s bakterijama E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium, tekvascem C.
albicans. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 3. MoZe se uociti da je dvostruko veca
antimikrobna aktivnost postignuta prema bakterijamaP. aeruginosa i S. typhimurium, pri
svim koncentracijama saharoze dodane u mineralnu vodu, nego prema C albicans., no
prema bakteriji £. coli napitak nije pokazao antimikrobnu aktivnost. Najvece zone inhibicije
prema bakterijama P. aeruginosa i S. typhimuriumpostignute su pri koncentracijama Secera
od 50 i 60 g/L, malo manje pri 90 i 100 g/L, a pri svim koncentracijama dodane saharoze su

postignute jednake zone inhibicije prema kvascu C. albicans.
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Tablica 3. Antimikrobna aktivnost napitka fermentiranog pomocu vodenih kefirnih zrnaca uz

dodatak razli¢itih koncentracija saharoze

Koncentracija E. coli P. aeruginosa S. typhimurium C. albicans
saharoze (g/L)

50 - 26 25 15

60 - 27 27 15

70 - 22 27 15

80 - 16 18 15

90 - 22 23 15

100 - 22 22 14
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5. ZAKLJUCCI
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Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti:

1. Vodeni kefir je probioticki napitak dobiven fermentacijom mineralne vode pomocu
vodenih  kefirnih zrnaca, odnosno zdruzene kulture kvasaca i bakterija mlijeCne i

octene kiseline.

2. Fermentacija je provedena tijekom 12 dana s ,,domaéom" kulturom vodenih kefirnih
zrnaca, uz dodatak suhih marelica (5 g/L) pri sobnoj temperaturi (25 °C).

3. U svim je uzorcima tijekom fermentacije pad pH vrijednosti vodenog kefira bio u

korelaciji s poveéanjem koncentracija mlije¢ne, glukonske i octene kiseline kiseline.

4. Istrazivanjem antimikrobnog djelovanja fermentiranog napitka je dokazano izrazito
dobro djelovanje na bakterije vrste P. aureginosa i S. typhimurium, kao i na kvasac
vrste C. albicans, dok na bakteriju £. coli nije antimikrobno djelovao.
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