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1.UVOD

Vodeni kefir je napitak pripremljen djelovanjem simbiotske mikrobioloske zajednice bakterija
(bakterije mlijecne i octene kiseline) 1 kvasaca (Franzetti i sur., 1998; Neve i Heller, 2002;
Pidoux i sur., 1988), ugradene u vodena kefirna zrnca. Proizvodi se iz vodene otopine saharoze
u koju je dodano suho ili svjeze voce, voéni sok ili kokosova voda nacijepljene zrncima, a
fermentacija traje 10-33 dana pri sobnoj temperaturi (Stadie, 2013). Tako dobiven napitak je
gorko-kiseo, ovisno o dodanom vocu i pjenusav s blagim udjelom alkohola. Op¢enito, kefirna
zrna sadrze relativno stabilnu i specificnu mikrobiotu zatvorenu u matrici od polisaharida i
proteina. Specificne populacije pojedinih zrna doprinose odredenim osjetilnim karakteristikama
prisutnim u fermentiranim pi¢ima.

Kefir je tradicionalni primjer suzivota bakterija i kvasaca, a vaznost ove simbiotske veze €ini se
jasnom jer je potrebno proizvesti spojeve korisne za zdravlje. lako dokazi nisu konacni i
trebalo bi provesti daljnje studije, postoje¢e znanstvene studije pokazuju zdravstvene koristi
koje su empirijski dokazane povijesnom konzumacijom kefira. Trenutno se primjena probiotika
u prehrambenoj industriji §iri, a i razumijevanje simbiotskih odnosa razli¢itih mikroorganizama
prisutnih u hrani, kao 1 njihovih interakcija, koja bi mogla pomo¢i poboljsanju tehnoloSkih
procesa. Na kvalitetu tradicionalnog kefira uglavnom utjecu mikroorganizmi prisutni u zrncima
kefira 1 uvjeti prerade kefira. lako su znanstvenici i prehrambene tvrtke u iskuSenju da razviju
komercijalni napitak tipa "kefir" proizveden od razli¢itih kultura mezofilnih 1 termofilnih
bakterija mlije¢ne kiseline (BMK), ili ¢ak c¢istih kultura izoliranih iz kefirnih zrna, njihov
uspjeh u usporedbi s tradicionalnim kefirom je ogranicen. Ogranicenje zbog mikrobne
raznolikosti prisutne u kefirnim zrncima 1 njihove interakcije, mogu odrediti probioticka i
terapijska svojstva konacnog proizvoda. S industrijskog stajalista, ta su kretanja dobrodosla, s
obzirom na nedostatak standardizacije u proizvodnji i stavljanju na trziste tradicionalnog kefira.
U posljednje vrijeme se intenzivno istrazuju kemijski i strukturni sastav polisaharida vodenih
kemijskih zrnaca.

U ovom radu istraZivana je biotransformacija zdruZene kulture bakterija octene 1 mlije¢ne
kiseline te kvasaca tijekom 14 dana uzgoja u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica kao
kompleksnoj podlozi. Glavni izvor ugljika bila je saharoza dodana u razli¢itim koncentracijama
(30, 50, 70,901 110 g/L). Tijekom fermentacije, provedene pomocu vodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica, praceni su i odredivani sljedeci parametri:



utjecaj tijeka fermentacije na prinos biomase vodenih kefirnih zrnaca

promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije

promjena koncentracije octene, glukonske i mlijecne kiseline te etanola u aerobnim
uvjetima uzgoja tijekom 14 dana

kinetika sinteze vodenih kefirnih zrnaca

antimikrobna aktivnost fermentiranog napitka

antioksidacijski kapacitet fermentiranog napitka.



2.TEORIJSKI DIO

2.1. Kefirna zrnca

Kefirna zrnca igraju ulogu prirodne starter kulture tijekom proizvodnje kefira i obnavljaju se
nakon procesa fermentacije procjedivanjem mlijeka (Rattray i O'Connel, 2011). Ta zrnca se
sastoje od mikroorganizama koji su imobilizirani na polisaharidnom 1 proteinskom nosacu, gdje
nekoliko vrsta bakterija 1 kvasca ¢ine simbiotsku zajednicu (Farnworth i Mainville, 2008;
Garrote 1 sur., 2010). U ovom ekosustavu postoji relativno stabilna populacija
mikroorganizama, koja utjece 1 na ostale ¢lanove te zajednice. Takva populacija omogucava
sintezu bioaktivnih metabolita, koji su nuZni za rast zrnca 1 inhibiciju mikroorganizama, koji su
patogeni i1 kontaminiraju hranu (Garrote i sur., 2010). Kefirna zrnca razlikuju se u veli¢ini,
promjera su od 0,3 do 3,0 cm (slika 1), karakterizira ih nepravilna povrSina, objedinjena s
jednim sredi$njim dijelom, a njihova boja varira od bijele do zuckasto bijele. Zrnca su elasti¢na
1 imaju viskoznu 1 ¢vrstu teksturu (Farnworth 1 Mainville, 2008; Magalhaes i sur., 2011; Rea i
sur., 1996). lako se kefirni napitak moze prona¢i u mnogim zemljama, u Hrvatskoj kefirna

zrnca nisu sluzbeno dostupna na trzistu, 1 daruju se od osobe do osobe.

Slika 1. Fotografija vodenih kefirnih zrnaca (Stadie, 2013).



2.2. Mikrobioloski aspekt

U kefiru su prisutne bakterije mlijecne kiseline (BMK) koje su prvenstveno odgovorne za
pretvorbu laktoze prisutne u mlijeku u mlijecnu kiselinu, Sto rezultira smanjenjem pH i
oc¢uvanju mlijeka. Ostali mikrobni sastojci kefira su kvasci koji fermentiraju laktozu i stvaraju
etanol 1 CO,. Takoder u procesu sudjeluju 1 kvasci koji ne fermentiraju laktozu te bakterije
octene kiseline (Magalhdes i sur., 2011; Rattray i O’Connel, 2011). Nakon fermentacije zrnce
se poveca za oko 5-7% biomase. Za vrijeme rasta u mlijeku, udjeli mikroorganizama u zrncima
razlikuju se od onih prisutnih u kona¢nom proizvodu (Rattray i O’Connel, 2011; Tamime,
2006). Ova razlika povezana je s uvjetima fermentacije kao Sto su trajanje fermentacije,
temperatura, stupanj mijeSanja, vrsta mlijeka, omjer inokuluma/mlijeka 1 raspodjela
mikroorganizama (Rattray i O'Connel, 2011; Simova i sur., 2002; Tamime, 2006). Klasi¢ne
mikrobioloske metode koriste se za proucavanje mikrobiote kefira (Rea i sur., 1996; Simova i
sur., 2002). Tako su ove metode korisne, u nekim slucajevima nisu dovoljno to¢ne za
prepoznavanje usko povezanih ili novih vrsta. Zbog mikrobioloskih simbiotskih udruZenja
prisutnih u zrncima, rast i opstanak pojedinacnih vrsta mikroorganizama ovise o prisutnosti
jednih o drugima. Cesto, kada su pojedinaéno mikroorganizmi izolirani iz zrnca, ne rastu dobro
u mlijeku i/ili pokazuju smanjenu biokemijsku aktivnost (Farnworth i Mainville, 2008). Stoga
se koriste neovisne metode uzgoja kao dodatak konvencionalnim metodama u studiji
mikrobiote zrnca kefira. Tehnika lanCane reakcije polimeraze, povezana s elektroforezom u
denaturiraju¢em gradijentnom gelu (PCR-DGGE), pokazala se prikladnom za analizu slozenih
mikrobnih udruZenja (Jianzhong 1 sur., 2009; Leite i sur., 2012; Magalhaeset i sur., 2010a,
2010b), dok se za identifikaciju vrsta koristi parcijalno sekvenciranje gena za koji kodira 16S
rRNA (Mainville i sur., 2006; Rattray i O'Connel, 2011). Medutim, neke studije pokazuju
kako tehnika elektroforezom u denaturiraju¢em gradijentnom gelu (PCR-DGGE) ne dopusta
otkrivanje znacajnih promjena tijekom fermentacije kefira (Magalhaes 1 sur., 2010a), vjerojatno
zbog relativne nestabilnosti dominantne vrste mikroorganizama u ovoj zajednici. SloZenost ove
zajednice moZe se bolje razumjeti uvodenjem tehnika masovnog sekvenciranja, poput
pirosekvenciranja. U dvije nedavne studije (Dobson i sur., 2011; Leite i sur., 2012) koriStena je
ova tehnika za procjenu mikrobne raznolikosti kefira i otkrivena prisutnost mikroorganizama
koji pripadaju manjim skupinama, o kojima prethodno nije izvijeSteno. Nadalje, Leite i sur.
(2012), usporedujuci tri vrste kefirna zrnca za koja se navodi da su sve vrste zrnaca razli¢itog
podrijetla, bakterije iz roda Lactobacillus su bile uvijek prisutne u svim zrncima. Autori su

zakljucili da manje 1 specificne populacije pojedinih zrnca mogu doprinijeti odredenim
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organoleptickim karakteristikama prisutnim u fermentiranim pi¢ima (Leite 1 sur., 2012). Neke
vrste izolirane od kefirnih zrnca i1 napitaka od kefira nisu klju¢ne vrste i obi¢no se smatraju
kontaminantima. Nedavno su gljive iz rodova Dipodascus capitus 1 Trichosporon
coremiiforme, koje se smatraju patogenima, identificirane sekvenciranjem gena u kefirnim
zrncima (Rattray i O’Connel, 2011). Opisana su i neka bakterijska onecis¢enja, poput
kontaminacija bakterijama roda Pseudomonas spp. (Dobson i sur., 2011; Jianzhong i sur.,
2009; Leite i sur., 2012) te iz roda Enterobacteriaceae (Dobson i sur., 2011) i Clostridiaceae
(Dobson i sur., 2011). Prisutnost ovih mikroorganizama moze biti povezana s onecis¢enjem
tijekom rukovanja kefirnim zrncima ili nepravilnim postupcima tijekom pripreme kefirnog

napitka.

2.3. Raspodjela mikroorganizama u zrncima kefira

Istrazivanjem raspodjele mikroorganizama unutar kefirnih zrnca, dobiveni rezultati su bili
kontroverzni. Skupina istraziva¢a podupire hipotezu da se kvasci uglavnom nalaze u zoni
unutarnjeg i1 srednjeg zrnca, zajedno sa Stapicastim bakterijama iz roda Lactobacillus i rijetkim
laktokokima na povrSini (Bottazzi 1 Bianchi, 1980; Lin 1 sur., 1999). Suprotno tome, drugi
istrazivaci (Guzel-Seydim i sur., 2005; Jianzhong i sur., 2009; Magalhaes i sur., 2011; Rea i
sur., 1996) opisuju da se kvasci nalaze i u vanjskom 1 u unutarnjem podruc¢ju zrna, s tim da su
razlike izmedu dva podruc¢ja povezane sa bakterijama Stapicastog oblika. Suprotno prethodno
objavljenim rezultatima (Bottazzi 1 Bianchi, 1980; Rea 1 sur., 1996), Guzel-Seydim 1 sur.
(2005) uocili su da prevladavaju bakterije Stapicastog oblika, bez ikakvih dokaza o postojanju
kvasca u unutarnjem zrnu. Nadalje, neki autori (Jianzhong i sur., 2009; Magalhaes i sur., 2011)
izvijestili su 0 manjem broju stanica opazenih u unutarnjem dijelu zrna u usporedbi s vanjskim.
Neki su autori pretpostavili da vlaknasti materijal opaZen u zrnu moze u stvari biti polisaharidni
kefir prisutan u cijelom zrnu (Guzel-Seydim i sur., 2005; Magalhdes i sur., 2010a, 2010b,
2011). Takoder postoji procjena raspodjele mikroorganizama u tri vrste kefirnih zrnaca (Slika
2) pri ¢emu je uocena relativna razlika u njihovoj distribuciji prema podrijetlu zrnca. Opcenito,
Stapicaste bakterije primije¢ene su i u unutarnjem (Slika 2 b, d, f) i vanjskom dijelu zrnca
(Slika 2 a, c, e), dok su kvasci najes¢e u vanjskom dijelu (Slika 2 a , c, e), kao i koki. U
vanjskom dijelu jednog zrna uoceni su koki. lako je L. lactis jedan od dominantnih
mikroorganizama izoliranih iz kefirnog napitka, nekoliko istraziva¢a (Guzel-Seydim i sur.,

2005; Jianzhong 1 sur., 2009; Magalhaes 1 sur., 2011) nisu primijetili koke u mikrografima,



vjerojatno zbog slabe laktokokne adhezije na zrnce tijekom rasta, Sto bi olaksalo oslobadanje
laktokoka u procesu pranja (Guzel-Seydim i sur., 2005; Jianzhong i sur., 2009; Magalhaes i
sur., 2011; Rea i sur., 1996). Nadalje, vjerojatno je da bi niski pH u unutras$njosti zrnca ometao
rast ovog mikroorganizma u tom posebnom mikrookruzenju (Rea i sur., 1996). Smatra se da su
povrSinski mikroorganizmi imali veéi utjecaj na proces fermentacije kefira (Farnworth i
Mainville, 2008). Kako god, studije su pokazale da se velike razlike u populaciji
mikroorganizama pojavljuju izmedu razliCitth zrna 1 unutar istog zrna. Lin i sur. (1999)
zakljucili su da samo mjesto nastanka zrnca moze objasniti razlike koje su zabiljeZzene u

nekoliko studija elektronskom mikroskopijom.

Slika 2. SEM fotografije mikrobnog sastava kefirnih zrnaca. A, C, E prikazuju vanjski sloj, a
B, D, F unutrasnji dio zrnaca. Sa strelicama su na A oznaceni koki, na D vlaknasti dio —
polisaharid kefiran, na E 1) granularna struktura — koagulirani proteini; 2) razliite vrste

mikroorganizama (Leite i sur., 2012).



2.3.1. Bakterijske kulture kefira

Homofermentativne bakterije mlijecne kiseline, ukljucujuéi vrste Lactobacillus, kao §to su L.
delbrueckii subsp. bulgaricus, L. helveticus, L. kefiranofaciens subsp. kefiranofaciens, L.
kefiranofaciens subsp. kefirgranum 1 L. acidophilus; zatim vrste Lactococcus kao Sto su L.
lactis subsp. lactis, L. lactis subsp. cremoris 1 Streptococcus thermophiles identificirane su u
kefirnim zrncima i fermentiranom napitku, kao 1 heterofermentativne bakterije mlije¢ne
kiseline, ukljucujuéi L. kefiri, L. parakefiri, L. fermentum i L. brevis (Leite i sur., 2012; Rattray
and O'Connel, 2011), kao i citrat pozitivni sojevi L. lactis (L. lactis subsp. lactis biovar
diacetylactis), Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris 1 Leuconostoc mesenteroides subsp.
mesenteroidi (Leite 1 sur., 2012; Lopitz-Otsoa i sur., 2006; Rattray 1 O'Connel, 2011). Upotreba
citrata rezultira proizvodnjom klju¢nih spojeva koji pridonose tipicnom okusu kefira (Rattray i
O'Connel, 2011). Kefir proizveden od L. kefiranofaciens je razgranati, u vodi topljivi
polisaharid, koji sadrzi jednake koli¢ine D-glukoze i D-galaktoze. Proizvodnja ovog
polisaharida stimulirana je rastom L. kefiranofaciens u kokulturi s kvascem S. cerevisiae
(Cheirsilp 1 sur., 2003). Bakterije octene kiseline izolirane su i identificirane kako u zrncu
kefira, tako 1 u kefirnom napitku (Tablica 1). Medutim, u nekim se zemljama prisustvo ovih
vrsta smatra nepozeljnim (Farnworth 1 Mainville, 2008; Rattray 1 O'Connel, 2011; Tamime,

2006).

Tablica 1. Rodovi i vrste bakterija izoliranih iz kefirnih zrnaca i kefira

Lactobacilli

Lactobacillus kefir Lactobacillus delbrueckii
Lactobacilus kefiranofaciens Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus kefirgranum Lactobacillus casei
Lactobacillus parakefir Lactobacillus paracasei
Lactobacillus brevis Lactobacillus fructivativorans
Lactobacillus plantarum Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus helveticus Lactobacillus fermentum
Lactobacillus acidophilus Lactobacillus viridescens
Lactococci

Lactococcus lactis subsp. lactis
Lactococcus lactis subsp. cremoris
Streptococci

Streptococcus thermophiles
Enterococci

Enterococcus durans
Leuconostocs

Leuconostoc mesenteroides

Acetic acid bacteria

Acetobacter sp.




Acetobacter pasterianus
Acetobacter acti
Bacillus sp.

Bacillus subtilis
Micrococcus sp.
Ecsherichia coli
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Slika 3. Homofermentativna fermentacija bakterija mlije¢ne kiseline (BMK) (Doenecke i sur.,

2005; Goyal, 1999).



2.3.2. Kefirni kvasci

Iako proizvodi metabolite koji doprinose pozeljnim i tipicnim senzornim svojstvima kefira
(Rattray i O'Connel, 2011; Simova i sur., 2002), kefirni kvasac je manje proucavan od kefirnih
bakterija. Glavne vrste kvasaca koji mogu fermentirati laktozu koja se nalazi u kefiru i zrncu
kefira su Kluyveromyces marxianus, Candida kefyr, Kluyveromyces lactis var. lactis,
Debaryomyces hansenii 1 Dekkera anomala, dok su kvasci koji ne fermentiraju laktozu
Saccharomyces cerevisiae, Torulaspora delbrueckii, Pichia fermentans, Kazachstania

unispora, Saccharomyces turicensis, Issatchenkia orientalis 1 Debaryomyces occidentalis.

2.4. Interakcije izmedu mikroorganizama u kefiru

Kompleksne interakcije izmedu kvasaca i bakterija 1 njthova meduovisnost u kefirnim zrncima
nisu do sada u potpunosti znanstveno razjasnjene. Medutim, kada se bakterije izdvoje od zrnca,
kvasac nece rasti jednako ucinkovito (Cheirsilp i sur., 2003; Farnworth i Mainville, 2008;
Rattray i O"Connel, 2011). Zbog velikog kapaciteta metabolizma laktoze (Rea i sur., 1996), rod
Lactococcus ima tendenciju brzeg rasta od kvasca u mlijeku (Rea i sur., 1996; Tamime, 2006).
Ovaj rod hidrolizira laktozu, stvaraju¢i mlije¢nu kiselinu i pogodno okruZenje za rast kvasaca
(Tamime, 2006). Nadalje, kvasci sintetiziraju slozene vitamine B skupine i hidroliziraju
mlije¢ne proteine, koriste¢i kisik za proizvodnju CO, i etanola (Lopitz-Otsoa i sur., 2006;
Tamime, 2006). Interakcija izmedu kvasaca i1 bakterija mlijene kiseline moZze biti potaknuta ili
inhibirana zbog kokulturnog suZivota. Ti se mikroorganizmi mogu natjecati za hranjive tvari
potrebne za rast 1 razmnoZavanje, ili mogu proizvoditi metabolite koji inhibiraju ili stimuliraju
jedni druge (Lopitz-Otsoa 1 sur., 2006). Neke vrste kvasaca su proteoliticke ili lipoliticke vrste,
¢ijim se metabolizmom sintetiziraju aminokiseline i masne kiseline (Rattray i O’Connel, 2011).
Vrste kao §to su Debaryomyces hansenii i Yarrowia lipolytica asimiliraju mlije¢nu kiselinu
nastalu od bakterija mlijecne kiseline, povecavajué¢i pH i stimuliraju rast bakterija. Proizvodnja
B vitamina pomocu Acetobacter spp. takoder pogoduje rastu drugih mikroorganizama koji su

prisutni u kefirnim zrnima (Lopitz-Otsoa i sur., 2006; Rea i sur., 1996).



2.4.1. Tehnoloski aspekti

Tijekom fermentacije, zrnca povecavaju svoju veli¢inu i broj te se redovito obnavljaju iz
mlijeka i ponovno koriste (Garrote i sur., 2010). Ako su pazljivo sacuvana, mogu zadrzati svoju
aktivnost godinama (Lopitz-Otsoa 1 sur., 2006; Rattray i O’Connel, 2011). Glavni pokazatelj
procjene simbiotskog odnosa izmedu razli¢itih mikroorganizama je povecanje biomase tijekom
fermentacije (Garrote i sur., 2010).

Kefirna zrna mogu se ¢uvati liofilizirana, suha ili mokra (Garrote i sur., 2010), a Cesto ispiranje
smanjuje njihovu odrzivost (Farnworth i Mainville, 2008). Medutim, Pintado i sur. (1996)
opazili da ¢uvana zrna u tim razli¢itim uvjetima sadrZze druk¢iji mikrobioloski sastav nego
svjeze zrnce. SuSena zrnca odrzavaju svoju aktivnost u roku trajanja od 12 do 18 mjeseci, dok
vlazna zrnca zadrzavaju svoju aktivnost 8 do 10 dana (Garrote i sur., 2010). Ispitane su razlicite
metode Cuvanja, a Garrote i sur. (1997), smatraju zamrzavanje najboljom metodom. Ispitana je
1 liofilizacija zrna, ali rezultirala je smanjenim metabolizmom laktoze, kao 1 modifikacijama
bakterijskog profila, koji su bili razli¢iti u odnosu na izvorni profil zrna (Farnworth i Mainville,

2008).

2.5. Proizvodnja kefira

Postoje tri glavna nacina proizvodnje kefira: (I) kuéni postupak, (II) komercijalni postupak
ruskom metodom 1 (III) komercijalni postupak koriStenjem c¢istih kultura (Farnworth, 2005;
Otles 1 Cagindi, 2003; Rattray 1 O'Connel, 2011). Mogu se koristiti 1 drugi supstrati, poput
mlijeka drugih Zivotinjskih vrsta, kokosovog mlijeka, sojinog mlijeka, voénih sokova i/ili
otopina Seéera i melase (Magalh3es i sur., 2010a; Oner i sur., 2010; Rattray i O'Connel , 2011).
Tradicionalna kuéna proizvodnja ukljucuje inokulaciju mlijeka ili voénog napitka s
promjenjivom koli¢inom zrnaca i fermentaciju u trajanju od 18 do 24 sati pri temperaturi od 20
do 25 °C. Na kraju procesa fermentacije zrnca se separiraju cijedenjem 1 mogu se koristiti za
novu fermentaciju ili se mogu cuvati (1-7 dana) u svjezem mlijeku ili kod vodenih kefirnih
zrnaca u zaSecerenoj vodi, dok se kefirni napitak ¢uva na 4 °C, spreman za konzumaciju
(Beshkova 1 sur., 2002; Farnworth i Mainville, 2008; Otles i Cagindi, 2003). Pocetna
koncentracija inokuluma (omjer zrnca/napitka) utjeCe na pH vrijednost, viskoznost, konacnu
koncentraciju laktoze 1 mikrobioloski profil kona¢nog proizvoda (Garrote 1 sur., 1998; Simova i
sur., 2002). Mijesanje tijekom fermentacije takoder utjeCe na mikrobioloski sastav kefira, sto

pogoduje razvoju homofermentativnih laktokoka i1 kvasca (Farnworth i Mainville, 2008;
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Rattray i O'Connel, 2011; Tamime, 2006). Inkubacija na temperaturama iznad 30 °C potice
rast termofilnih bakterija mlije¢nih kiselina, a nepovoljna je za rast kvasaca i mezofilnih
bakterija mlijecnih kiselina (Rattray i O’Connel, 2011). Druga metoda, poznata kao "ruska
metoda", omogucuje proizvodnju kefira u velikim omjerima i koristi postupak fermentacije u
serijama, od procjedivanja koje je rezultat prve fermentacije zrna (Farnworth i Mainville, 2008;
Rattray i O'Connel, 2011). U industrijskom procesu proizvodnje kefira mogu se koristiti
razliCite metode, ali se sve temelje na istom principu. Mlijeko ili voéni sok je inokuliran ¢istim
kulturama izoliranim iz kefirnih zrnca i komercijalnim kulturama (Beshkova i sur., 2002;
Rattray i O’Connel, 2011; Tamime, 2006). Faza sazrijevanja moze se provesti ili ne mora, a
sastoji se od odrzavanja kefira na temperaturi od 8 do 10 °C u trajanju do 24 h (Beshkova i sur.,
2002; Rattray 1 O'Connel, 2011), kako bi se omogucio rast mikroorganizama, prije svega
kvasaca koji doprinosi specificnom okusu proizvoda (Beshkova i sur., 2002). Izostanak ovog
koraka povezano je s razvojem atipi¢nog okusa kefira (Beshkova i sur., 2002; Rattray i
O’Connel, 2011). Tijekom skladiStenja, proizvodnja CO, kvascem ili heterofermentativnim
bakterijama mlijecne kiseline moze uzrokovati napuhavanje proizvoda, Sto bi trebalo uzeti u
obzir pri odabiru ambalaze (Farnworth i Mainville, 2008; Sarkar, 2008). lako je komercijalni
napitak dostupan u mnogim zemljama, nisu sva svojstva tradicionalnog kefira uvijek prisutna
(Farnworth 1 Mainville, 2008; Lopitz-Otsoa i sur., 2006). Assadi 1 sur. (2000) testirali su
nekoliko omjera starter kultura izoliranih iz zrna (bakterije mlijecne kiseline, kvasac, bakterije
octene kiseline) i utvrdili su da je tradicionalni kefir proizveden sa zrncima kefira bolje
prihvacen od kefira dobivenog koriStenjem starter kulture. Rossi i Gobbetti (1991) proizveli su
napitak "kefir", s nizom viskozno$¢u i odsutnosti nekih sastojaka koji se Cesto nalaze u
tradicionalnom kefiru. S druge strane, Carneiro (2010) razvijao je starter kulturu iz
mikroorganizama izoliranih iz kefirnth zrnaca 1 proizvod je bio prihvacen bolje nego
tradicionalni kefir. Beshkova i sur. (2002) predlozili su dvije metode fermentacije kefira: jedna
od njih je istodobna fermentacija, a druga je uzastopna fermentacija. Stoga su koristili starter
kulturu koja se sastojala od bakterija i kvasaca izoliranih iz kefirnih zrnaca, u kombinaciji s dva
soja koji se Cesto koriste u proizvodnji jogurta. Kvasci su dodani u pocetnu kulturu sa
saharozom, oba na pocetku (istodobna fermentacija), tako i nakon fermentacije mlijecne
kiseline (uzastopna fermentacija). Dva postupka fermentacije proizvela su kefir s velikim
brojem odrzivih laktokoka i laktobacila, osjetnih svojstava sli¢nih tradicionalnom kefiru.
Upotreba komercijalnih kultura moze standardizirati komercijalnu proizvodnju kefira, ako se
odabir vrsta i sojeva kvasaca i bakterija provodi precizno i pazljivo, te na taj na¢in omogucava

proizvodnju ,.kefirskog* napitka prihvatljivog okusa i dobrih zastitnih svojstava ( Beshkova i
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sur., 2002; Carneiro, 2010). Komercijalni napitak moze imati komercijalni vijek trajanja do 28
dana, dok se konzumiranje kefira sa zrncima preporucuje u roku 3 do 12 dana. Kako god,
napitak "kefir" nema ista terapeutska i probioticka svojstva kao u tradicionalnom kefiru
(Rattray i O'Connel, 2011). Razvoj napitka "kefir" nije jedina industrijska primjena koja se
proucavala. Kefirna zrnca su takoder proucavana u vezi s proizvodnjom jednostani¢nih
proteina (SCP) u biokonverziji sirutke i njihovoj primjeni u prehrambenoj industriji radi
poboljsanja senzornih karakteristika odredenih proizvoda (Paraskevopoulou i sur., 2003).
Glavni nedostaci u proizvodnji kefira mogu se pripisati neugodnom okusu i aromi tipi¢noj za
kvasac (Tamime, 2006). Kasniji uzrok moze biti brz rast kvasca S. cerevisiae, popracen
tipicnom aromom octa (Tamime, 2006). Prekomjerna proizvodnja octene kiseline moze imati
utjecaj 1 na aromu kefira, a javlja se zbog intenzivnog rasta Acetobacter spp. ili prisutnosti
Dekkera spp. u zrncima. Gorak okus moze izazvati i prisustvo Geotrichum candidum i/ili

aktivnost nekih atipi¢nih kvasaca koji mogu biti prisutni u proizvodu (Tamime, 2006).

2.6. Terapijski aspekti

U povijesti se kefir preporucio za lijeCenje gastrointestinalnih bolesti, hipertenzija, alergija 1
ishemijskih bolest srca (Farnworth i Mainville, 2008; Rattray i O’Connel, 2011). Ocijenjenom
sposobnosti 1 produktivnosti fermentacije zrnca kefira iz razli€itih supstrata (Farnworth, 2005;
Magalhdes i sur., 2010a; Oner i sur., 2010) primijeéeni su Siroki spektri bioaktivnih spojeva,
poput organskih kiselina, CO,, H,0,, etanola, bioaktivni peptida, egzopolisaharida (kefiran) 1
bakteriocina. Ovi spojevi mogu djelovati neovisno ili zajednicki kako bi doprinijeli razliitim
zdravstvenim koristima pripisanim konzumiranju kefira (Garrote i sur., 2010; Rattray i

O'Connel, 2011).
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Slika 4. Zdravstvene koristi kefira (Rattray i O'Connel, 2011).
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2.6.1. Antimikrobna aktivnost

Santos 1 sur. (2003) su uocili antagonisticko ponasanje laktobacila izoliranih iz kefirnih zrna
prema E. coli, L. monocytogenes, Salmonella typhimurium, S. enteritidis, Shigella flexneri iY.
enterocolitica. Silva 1 sur. (2009) primijetili su inhibiciju Candida albicans, Salmonella
typhimurium, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus i E. coli pomocu kefira uzgojenog u
smedem SeCeru. S druge strane, Chifiriuc 1 sur. (2011) primijetili su da je sve mlijeko
fermentirano zrnima kefira imalo antimikrobno djelovanje prema bakterijama Bacillus subtilis,
S. aureus, E. coli, E. faecalis i S. enteritidis, ali nije inhibiralo P. aeruginosa i C. albicans. Sva
ova istrazivanja pokazuju da je antimikrobno djelovanje kefira povezano s proizvodnjom
organskih kiselina, peptida (bakteriocina), uglji¢énog dioksida, vodikovog peroksida, etanola i
diacetila. Ti spojevi mogu imati korisne u¢inke ne samo na smanjenje patogena koje se prenose
u hrani i propadanje bakterija tijekom proizvodnje i skladiStenja pica, ve¢ i na lijeCenje i
sprjeCavanje gastroenteritisa i vaginalnih infekcija (Farnworth, 2005; Sarkar, 2007). Pored
toga, antimikrobna aktivnost polisaharidnog kefirana takoder je dokazana prema bakterijama i

C. albicans (Rodrigues 1 sur., 2005).

2.6.2. Utjecaj na gastrointestinalni trakt (GIT)

Ucinak dobiven konzumiranjem kefira na sastav mikroflore crijeva moze biti posljedica
kombinacije razli¢itih ¢imbenika, poput izravne inhibicije patogena kiselinama 1 stvaranja
bakteriocina (Rattray 1 O'Connel, 2011). Prema Marquina 1 sur. (2002), konzumiranje kefira
znacajno je utjecalo na povecanje broja bakterija mlijeCne kiseline u crijevnoj sluznici, a
smanjio je populaciju enterobakterija 1 klostridija. Nadalje, konzumacija kefira takoder je
sprijecila kolonizaciju C. jejuni (Zacconi i sur., 2003), a bila je ucinkovita u postoperativnom
tretmanu i1 u bolesnika s gastrointestinalnim poremecajima (Sarkar, 2007). U Rusiji mnogi
istrazivaci koriste kefir u lijecenju peptickih Cireva na zelucu 1 dvanaestercu kod ljudskih
pacijenata (Farnworth i Mainville, 2008), a granulomatozno tkivo i zbrinjavanje induciraju
octenom kiselinom u miSeva. Husseini i sur. (2012) potvrdili su ljekovitu aktivnost kod

opeklina zarazenih Pseudomonas aeruginosa kod miSeva.

13



2.6.3. Antikarcinogeni ucinci

Antikancerogena uloga fermentiranih mlije¢nih proizvoda moze se opcenito pripisati prevenciji
raka 1 suzbijanju tumora u ranom stadiju odgadanjem enzimskih aktivnosti koje pretvaraju
kancerogene spojeve u kancerogene tvari ili aktiviranje imunoloskog sustava (Sarkar, 2007).
Kubo 1 sur. (1992) izvijestili su o inhibiciji proliferacije potkozno transplantiranog Ehrlichova
ascitesa tumora kod miSeva. Liu i sur. (2002) promatrali su inhibiciju rasta tumora, indukciju
apoptoti¢nih tumora celulita i znacajno povecanje inzulina kod miseva Alevelsin, sugerirajuci
da kefir potencijalno ima protutumorska svojstva i potice otpornost crijevnih mukoznih
infekcija. Guven 1 Gulmez (2003) izvijestili su da miSevi tretirani kefirom imaju veéi zastitni
ucinak protiv oStecenja izazvanog karbon tetrakloridom, S$to ukazuje da kefir takoder moze

djelovati kao antioksidans.

2.6.4. Stimulacija imunoloskog sustava

Stvaranje bioaktivnih peptida tijekom procesa fermentacije ili probave pokazalo je razne
fizioloske aktivnosti, ukljucujuéi stimulaciju imunoloSkog sustava u Zivotinjskim modelima
(Farnworth, 2005). Thoreux 1 Schmucker (2001) su nakon hranjenja miSeva s kefirom
primijetili porast specificnog imunoloskog odgovora sluznice (IgA) na virus kolere. Stimulacija
imunoloskog sustava moze biti posljedica djelovanja egzopolisaharida koji se nalaze u zrncima
kefira (Farnworth, 2005; Furukawa 1 sur., 1992). Medrano i sur. (2011) primijetili su da je
konzumiranje kefira promijenilo ravnoteZzu imunoloskih stanica u crijevnoj mukozi. Vinderola i
sur. (2006) pokazali su imunomodulacijsku sposobnost kefira u imunoloskom odgovoru na
sluznicu crijeva miSeva. Davanje kefira takoder je induciralo odzivnu reakciju intestinalne
mukoze, ukazujuci da sastojci kefira mogu stimulirati stanice urodenog imunoloskog sustava,
suzbijaju¢i imunoloski odgovor Th2 fenotipa ili promicué¢i imunoloske reakcije uzrokovane
stanicama protiv tumora i intracelularnih infekcija patogenima (Liu i sur., 2002). Nedavno je
Hong i sur. (2010) demonstrirao, in vitro, imuno moduliraju¢u sposobnost bakterija mlije¢ne
kiseline izolirane iz kefirnih zrnaca, sugerirajuci njihov utjecaj na lu€enje proupalnih citokina

IL-6andTNF-byTLR-2.

14



2.6.5. Hipokolesterolemijski u¢inak

Mogué¢i mehanizmi predlozeni za hipokolesterolemicku aktivnost kod bakterija mlije¢ne
kiseline (BMK) mogu ukljucivati inhibiciju apsorpcije egzogenog kolesterola u tankom crijevu,
vezanjem 1 ugradnjom kolesterola u bakterijske stanice 1 unos kolesterola, kao i suzbijanje
reapsorpcije zucne kiseline enzimskom dekonjugacijom Zuci soli, koje promice enzimom Zucne
soli hidrolaze (BSH) (Wang 1 sur., 2009). Wang i sur. (2009) primijetili su znacajno smanjenje
serumskih razina ukupnog kolesterola, lipoproteina niske gusto¢e (LDL) i triglicerida, dok nije
bilo promjene razine lipoproteina visoke gustoce (HDL-C) kod miSeva hranjenih bogatom
kolesterolnom dijetom nadopunjenom bakterijom Lactobacillus plantarum MA?2. Stovise,
smanjen je 1 ukupni kolesterol 1 trigliceridi u jetri. S druge strane, kolesterol 1 trigliceridi u
izmetu zivotinja znacajno su porasli. Druga studija (Liu i sur., 2006) takoder je uocila
smanjenje nivoa triglicerida u serumu 1 kolesterola, posebno ne-HDL-C frakcije. St-Onge i sur.
(2002) izvijestili su o kontradiktornim rezultatima, gdje konzumiranje kefira nije smanjilo
ukupnu razinu kolesterola, LDL-C, HDL-C 1 triglicerida, ve¢ je povecalo koncentracije
izobutri¢ne, propionske i izovalericne kiseline, kao 1 ukupnu koli¢inu kratkolan¢anih masnih

kiselina u fekalijama.

2.6.6. Netolerancija na kefir i laktozu

Moguénost smanjenja koncentracije laktoze 1 prisutnost aktivnosti [-galaktozidaze u
fermentiranim mlije¢nim proizvodima ¢ine pogodnim za konzumaciju ljudi koji imaju
intoleranciju na laktozu (Farnworth i Mainville, 2008; Sarkar, 2007). Pokazano je da neka zrna
kefira pokazuju aktivnost enzima B-galaktozidaze, koja ostaje aktivna kada se konzumira, a taj
kefir sadrzi manje laktoze nego mlijeko (Farnworth, 2005; Sarkar, 2007). Komercijalni kefir
(Hertzler 1 Clancy, 2003) pokazao se jednako uc¢inkovit kao i jogurt u smanjenju iscrpljenog
vodika i probavnim problemima odraslih osoba s intolerancijom na laktozu u usporedbi s
gutanjem mlijeka. De Vrese i sur. (1992) pokazali su da svinje hranjene kefirom pokazuju
znafajno povecanje koncentracije galaktoze u plazmi, Sto sugerira poboljSanje hidrolize

crijevne laktoze pomocu mikrobnog enzima p-galaktozidaze.
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2.7. Egzopolisaharidi (EPS)

Polisaharidi su spojevi velike molekulske mase koji se sastoje od monosaharida povezanih
glikozidnom vezom. U prirodi su polisaharidi Siroko rasprostranjeni u obliku: strukture tvari
(npr. celuloza ili hitin), rezervne materije (npr. Skrob ili glikogen) i1 kao tvari koje vezu vodu
(npr. agar ili pektin). Funkcionalna svojstva ovisna su o razli¢itim vrstama povezivanja i
grananja, kao i njihovim teZinama monomera i Secera (Belitz i sur., 2001). Prvi opis mikrobnih
polisaharida napravljen je 1839. godine, u kojem je Kircher ispitivao organizme koji tvore
sluzave strukture kada su uzgajani na mediju sa saharozom (Jay, 1992b). Mikrobni polisaharidi
koji se izluCuju izvan stanice nazvani su egzopolisaharidi (EPS). Vecina bakterija nije u
mogucénosti metabolizirati vlastiti EPS pa je s toga malo vjerojatna upotreba EPS za
skladiStenje hranjivih tvari (Cerning, 1990). EPS se vjerojatno proizvode kao zastitna sredstva
protiv dehidracije, razli¢itih napada poput toksina, antibiotika ili faga, predacije od protozoa i
osmotskog stresa. Druga funkcija je da se bakterije mogu adsorbirati na ¢vrste povrsine s EPS-
om kako bi formirale biofilm (De Vuyst 1 Degeest, 1999). Na primjer, zubni plak je slozen
biofilmom razli¢itih EPS-a. Fruktani se mogu koristiti kao skladiSte energije za udruZene
bakterije, a glukani su vazni ¢imbenici adhezije i agregacije za kolonizaciju bakterija plakova
(Russel, 2009). EPS koji su povezani sa stanicnom povrSinom pokazuju kapsularni izgled, a
slobodni difuzni EPS su tanki. U nekim sluc¢ajevima obje vrste mogu biti proizvedene od istog
organizma (Cerning, 1990). EPS se moze razlikovati prema sastavu monomernih Secera.
Heteropolisaharidi (HePS) se sastoje od razli¢itih Secera s monomer ponavljaju¢im jedinicama
prekursora. Ove se jedinice sintetiziraju unutarstani¢no i1 polimeriziraju izvanstani¢no. To je
proces koji je ovisan o energiji (De Vuyst i Degeest, 1999). HePS su vazni za osje¢aj u ustima
i reologiju u fermentiranim mlije¢nim proizvodima, na primjer u kefiranu (50% glukoza i 50%
galaktoza), u mlijjecnom kefiru (La Riviecre 1 Kooiman, 1967). Suprotno tome,
homopolisaharidi (HoPS) sastoje se od jedne vrste monomera. EPS sastavljeni od glukoze
nazivaju se glukani, a oni sastavljeni iz fruktoza fruktani. Nadalje, HoPS se mogu razlikovati
prema njihovim dominantnim vrstama vezama. a-D-glukani s a-1,6-vezama i granama na
polozajima 3, 2 1 4 nazivaju se dekstrani, dok je grananje specificno za sojeve. Sojevi nekoliko
vrsta Leuconostoc poznato je da proizvode dekstrane. Mutanti koje stvaraju streptokoki
uglavnom imaju o-1,3-veze, a alternativni tip koji proizvode razliiti sojevi Leuconostoc
mesenteroides sadrZzi naizmjenicno oba tipa veze. Predstavnici fruktana su levani, s B-2,6-
vezama i B-2,1 grananjem, te inulin s B-2,1 kao glavnim tipom spone (De Vuyst i Degeest,

1999; Waldherr, 2009). Homopolisaharidi su sintetizirani glikoziltransferazama, dok
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glukansukraze kataliziraju proizvodnju glukana, a fruktansukraze proizvodnju fruktana. Enzimi
se mogu pojaviti na stani¢noj stijenci ili izvan nje. Supstrati za polimerizaciju mogu biti
saharoza ili rafinoza, dok rafinozu mogu koristiti samo fruktansukraze (Van Geel-Schutten i
sur., 1999). Energija koja je potrebna za reakciju prijenosa Se¢era monomera oslobada se
cijepanjem glikozidne veze saharoze. Jedna jedinica Secera (fruktoza ili glukoza) tada se
prenosi na molekulu akceptora, dok se druga ispusta u medij. Ako voda reagira kao molekula
akceptor, glikoziltransferaze pokazuju svoju aktivnost hidrolize S$to rezultira slobodnom
glukozom 1 fruktozom. Oligosaharidi nastaju ako male jedinice Secera (maltoza, saharoza)
reagiraju kao akceptorske molekule, dok saharozu mogu koristiti samo fruktoziltransferaze §to
rezultira kestozom ili nistazom. Ova se funkcija glikoziltransferaza naziva akceptorska
reakcija. Aktivnost transferaze glikoziltransferaze dovodi do EPS-a jer se monomeri Secera

prenose u rastuce polisaharidne lance (Kaditzky, 2008; Waldherr, 2009).
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3.EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Tijek istrazivanja

PRIPREMA

-nacjepljivamevoderk kefimih zmca
u mxeralnu vodu gL
- razlifite konesntradje saharoze
(30gL,30gL, TigL, C0gT 110gL)
- suthe brusnics 30g

FERMENTACTIA

-Erlenumeserove tikvice preknvens gazom
-14 dana

-sobna temperatura

.

PROVEDENE ANALIZFE

-pHvnjednost
Jkoncentracje octene, gukonske, rlijedn: kisehne te
koncentracije alkohola
-prittos vodenih kefimih zmaca
-antimiikrobne djelovanje (E. coli, B swbiilis,
S fyphimurium, 5. aurens, C. albicans)
-anticksidacijskikapacitet
-FT-IE. spektorskopia
-SEM

Slika 5. Shematski dijagram tijeka cjelokupnog istrazivanja.
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3.2. Materijali i metode rada

3.2.1. Priprava kulture vodenih kefirnih zrnaca

Komercijalna kultura vodenih kefirnih zrnaca uzgojena je u vodi zasladenoj s 50 g/L saharoze
tijekom 5 dana uzgoja na sobnoj temperaturi. 25 g vodenih kefirnih zrnaca je uzgajano u 100
mL mineralne vode, a nakon 24 sata uzgoja, zrnca su isprana sterilnom demineraliziranom
vodom i ponovno inokulirana u 100 mL mineralne vode, te je ovaj postupak proveden dva

puta.

Slika 6. Prikaz vodenih kefirnih zrnaca uporabljenih u istrazivanju (osobna fotografija, Ana

Besednik)

3.2.2. Hranjiva podloga za uzgoj kulture

Uzgojena vodena kefirna zrnca nacijepljena su u mineralnu vodu proizvodaca Radenska,
Slovenija. U mineralnu vodu su dodane razli¢ite mase suhih brusnica proizvodaca

EuroCompany, zemlja podrijetla Turska.

Tablica 2. Koncentracije saharoze dodane u uzorke

Oznaka uzorka vy saharoze (g/L)
VK1 30
VK2 50
VK3 70
VK4 90
VK5 110
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3.2.3. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost uzorka mjerena je svaki dan tijekom 14 dana fermentacije. Mjerenja su
provedena nakon pazljivog izuzimanja 5 mL uzorka. Mjerenja su provedena pomocu pH

metra Hanna Industrial model HI 98103.

3.2.4. Odredivanje koncentracije octene kiseline

U Erlenmeyerovu tikvicu od 200 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 ljubicaste boje. Masena koncentracija octene kiseline (g/L)

izraCunata je prema izrazu:

y(CH3COOH) = V(NaOH) - fiNaOH) -V(uzorka) + 6 (1)
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)

3.2.5. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline

U Erlenmeyerovu tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL fermentiranog napitka i dodano
nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M NaOH do

prve pojave ljubicaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izraCunata je

prema jednadZbi:
v(Ce¢H1207) = (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)

V(uzorka) = volumen uzorka (mL)
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3.2.6. Odredivanje koncentracije mlijecne kiseline

U Erlenmeyerovu tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL fermentiranog napitka i dodano
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 mlijecne

kiseline. Masena koncentracija mlijecne kiseline (mg/mL) izraCunata je prema jednadzbi:

v(CH3;CH(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)

3.2.7. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima, tijekom previranja Secera do etanola 1 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:

U odmjernu tikvicu od 50 mL stavljeno je 5 mL uzorka fermentiranog napitka, koji je
razrijeden s demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos napitka i vode je 1:10). Uzorak je
prebacen u tikvicu kruskastog oblika od 50 mL i neutraliziran s 0,1 M NaOH. U
Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL, ¢ija je namjena hvatanje destilata, stavljeno je 10 mL
otopine kalijevog bikromata i 5 ml koncentrirane H,SO,4. Destilat se preko hladila i lule
uvodio u otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyerovu tikvicu od 100 mL, koja se drzala u
rashladenoj vodi. Destilacija je morala biti polagana i postupna, a trajala je sve 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
Erlenmeyerovu tikvicu u koju je uzorak predestiliran. Sadrzaj tikvice je promuckan, zacepljen
gumenim ¢epom 1 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
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kvantitativno prebacen u Erlenmeyerovu 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 koli¢ine kalijevog bikromata) te ostavljeno zacepljeno 5 minuta. Tijekom tog
vremena dolazi do oksido-redukcijske reakcije izmedu preostalog kalijevog bikromata i1 KI,
gdje se krom se iz Sesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz KI oksidira se u
elementarni jod, zbog ¢ega 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 (Na,S,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:

a
alkohol (vol %) = (10 - 5) -2 “4)

a = utrosak 0,1 M otopine Na,S,03 (mL)

3.2.8. Izracunavanje mase i prinosa vodenih kefirnih zrnaca

Nakon fermentacije, koja je trajala 14 dana, vodena kefirna zrnca su izdvojena iz posuda i
oprana u plasticnom cjedilu demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije
dostigao pocetnu pH vrijednost vode (Toda i sur., 1989). Izracunata je masa biomase vodenih

kefirnih zrnaca (g) prema sljedecoj formuli:
My, (8) = My — M ®)

gdje je:
my, = masa (vlazne/suhe) biomase (g)
my,; = masa (vlazne/suhe) biomase na kraju fermentacije (g)

m; = masa inokuluma (g)
Prinos biomase (Y},) izraCunat je prema formuli:

(v vlazne biomase nakon fermentacije—y vlaznog inokuluma)
Yiz (%)= . ” = 100 (6)
(v izvora C na pocetku fermentacije)
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3.2.9. FT-IR spektroskopija

Svi izdvojeni uzorci vodenih kefirnih zrnaca suseni su u Petrijevim zdjelicama u suhom
sterilizatoru pri 60 °C te usitnjeni u tarioniku do praha. IR spektri ¢vrstih uzoraka snimljeni su
u kalijevu bromidu na IR-spektrofotometru Bruker, ALPHA-Transmittance FT-IR

Spectrometre pri rezoluciji od 2 cm™ u rangu od 4000 do 400 cm™.

3.2.10. Pretrazna elektronska mikroskopija (eng. Scanning Electron Microscopy; SEM)

Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) napravljena je na instrumentu TescanVega 3
Easyprobe s volframovom zarnom niti pri ubrzavaju¢em naponu 5 kV. Uzorci su prethodno

napareni vodljivim slojem zlata 1 paladija.

3.2.11. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

Metodom radijalne difuzije odredena je antimikrobna aktivnost inhibicije rasta odabranih test
mikroorganizama, bakterija vrsta Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Salmonella
typhimurium 1 Escherichia coli te kvasca Candida albicans.

Sojevi bakterijskih i1 kvascevih kultura iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opcu
mikrobiologiju i mikrobiologiju namirnica Prehrambeno-biotehnoloSkog fakulteta u Zagrebu
koriSteni su kao testni mikroorganizmi.

Suspenzije stanica bakterija i kvasaca (10%/mL) nacijepljene su na hranjive podloge te im je u
izbuSene rupe u podlozi (visina 3 mm, promjer 4 mm) pipetom dodano 100 pL fermentiranog
uzoraka. Zatim su podloge stavljene na inkubaciju 24 h na 28 °C (kvasci) i 48 h na 37 °C
(bakterije). Tijekom inkubacije, uzorci su difundirali radijalno u agar tvore¢i gradijent
koncentracije 1 ovisno o njihovim antimikrobnim djelovanjima, inhibirali rast
mikroorganizama u okolini izbusenih rupa. Prozirna zona, 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 gledano postoji li zona inhibicije, je li
podru¢je zamuceno ili €isto, te su ravnalom izmjereni promjeri nastalih zona. Svi pokusi

provedeni su u trima paralelama te je izracunata srednja vrijednost dobivenih rezultata.
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3.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidansi su, po definiciji, sve one tvari koje u maloj koli¢ini u kratkom vremenu
neutraliziraju djelovanje slobodnih radikala i drugih oksidanata. Slobodni radikal je svaki
atom ili molekula koja sadrzi jedan ili viSe nesparenih elektrona $to ih ¢ini nestabilnim i

veoma reaktivnim (sposobni oksidirati bioloske molekule) (Tseng i Mau, 2007).

3.3.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost uzoraka odredena je mjerenjem sposobnosti inhibicije slobodnog
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Antioksidacijska sposobnost se mjeri u vidu
otpustanja vodika od strane antioksidansa odnosno sposobnosti vezivanja radikala pri ¢emu se
koristi stabilan DPPH radikal (Cheung i sur., 2003).

U kivetu Sirine 1 cm otpipetirano je 2 mL DPPH otopine i izmjerena pocetna apsorbancija
otopine radikala (Ay). U kivetu je potom dodana etanolna otopina (50 puL) uzorka, reakcijska
smjesa je dobro promijeSana i prac¢ena je promjena apsorbancije tijekom jednog sata pri valnoj
duljini od 517 nm. Antioksidacijska aktivnost uzorka mjerena je pri razli¢itim razrjedenjima
(1:1; 1:10; 1:50; 1:100) pripravljenim s etilnim alkoholom. Za bazdarenje spektrofotometra i
odredivanje nule u referentnoj kiveti koristen je €isti etanol.

Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka racunat je prema jednadzbi:

% inhibicije= [1- (Auwora — Ao)] X 100 2)

Auzorka — apsorbancija istrazivanog uzorka na 517 nm

Ao — apsorbancija slijepe probe na 517 nm

3.3.2. Odredivanje reducirajuce snage

Reducirajuca snaga odredivana je prema metodi Oyaizu (1986). Svaki od ekstrakata (0,1 — 30
mg/mL) je pomijeSan s 2,5 mL 200 mM fosfatnog pufera (pH 6,6) i 2,5 mL kalijevog
ferocijanida (10 mg/mL), te inkubiran pri 50 °C tijekom 20 minuta. Nakon toga je u uzorke
dodano 2,5 mL trikloroctene kiseline (100 mg/mL) te su centrifugirani pri 200 o/10 minuta.

Gornji sloj (5 mL) je pomijesan s 5 mL deionizirane vode i 1 mL Zeljeznog klorida (1 mg/mL)

24



te je izmjerena apsorbancija na 700 nm. Veca vrijednost apsorbancije ukazala je na vecu
reducirajucu snagu. ECs vrijednosti (mg ekstrakta/mL) su koncentracije ekstrakta pri kojima
je apsorbancija iznosila 2 vrijednosti apsorbancije izmjerene za reducirajuéu snagu i

dobivene su interpolacijom. Askorbinska kiselina i1 a-tokoferol koriSteni su kao standardi.

3.3.3. Sposobnost keliranja iona zeljeza

Keliraju¢a sposobnost odredena je prema metodi Dinisa i sur. (1994). Ekstrakti (0,1 — 30
mg/mL) su pomijesani s 3,7 mL metanola i 0,1 mL 2 mM zeljeznog klorida. Reakcija je
pokrenuta dodatkom 0,2 mL 5 mM ferozina. Nakon inkubacije na sobnoj temperaturi (10
minuta), izmjerena je apsorbancija na 562 nm. Askorbinska kiselina i a-tokoferol koristeni su

kao standardi.

25



4.REZULTATI I RASPRAVA

Posljednjih deset godina sve je veci interes za proizvodnju fermentiranih napitaka koji imaju
probioticka svojstva i time poboljSavaju zdravstveni status konzumenata (Ozer i Kirmaci,
2010). Vodeni kefir je pjenusav osvjezavajuci proizvod, blago kiselog okusa koji se dobiva
fermentacijom pomocu zdruzene kulture bakterija i kvasaca. U ovom radu proucavana je
fermentacija mineralne vode s dodatkom suhih brusnica i vodenih kefirnih zrnaca. Tijekom 14
dana aerobne fermentacije na sobnoj temperaturi, praceni su razliciti parametri: promjena pH
vrijednosti fermentiranog napitka, kinetika nastajanja octene, glukonske i mlijecne kiseline, te
smanjenje koncentracije etanola, prinos biomase kefirnih zrnaca, kao 1 antimikrobno

djelovanje fermentiranog napitka (Slike 7-12, Tablice 3 i 4).

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 Acetobacter izmedu 5,4 1 6,3. Rast se odvija 1 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 niZzim od
4,0 (Slika 7).

Tijekom uzgoja pH vrijednost se moZe sniziti zbog nakupljanja sekundarnih metabolita,
uglavnom organskih kiselina (octena, glukonska, mlije¢na), koje nastaju kao rezultat
potros$nje izvora ugljika ili duSika. Pad pH vrijednosti zapocinje fermentacijom i sintezom
organskih kiselina (Mikkelsen 1 sur., 2009). Nastajanje organskih kiselina nije jedini razlog
smanjenja pH vrijednosti napitka. Postoji pH gradijent izmedu inokuliranih vodenih kefirnih
zrnaca 1 tekucine u kojoj se fermentacija odvija. Napitak dobiven fermentacijom je prirodno
blago kiseli jer se tijekom inokulacije dodaje i dio ,,maj¢inskog® napitka u kojem je kultura
uzgojena, te se njenom inokulacijom odmah smanjuje pH vrijednost hranjive podloge, s
pocetne vrijednosti od pH 4 na pH 2,5 tijekom fermentacije (Chen 1 Liu, 2000; Sreeramulu 1

sur., 2000).

26



3.90 A
‘ .
R -m-30g/L
3.70 - « =-30g/
S -e-50g/L
S -% 70g/L
3.50 - Ny —90g/L
’ —-110 g/L
- 330 A
Q
3.10 -
2.90 A =
2.70 A
2-50 T T T T T T T T T T T T T 1

0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
vrijeme (dani)

Slika 7. Promjena pH vrijednosti tijekom 14 dana uzgoja vodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica i razli¢itim koncentracijama dodane saharoze.

Na Slici 7 vidljivo je da tijekom 14 dana fermentacije pH vrijednost s pocetnih 3,7 naglo
opadala sve do 10 dana fermentacije, nakon ¢ega se pH ustalio. NajviSa pH vrijednost u 14.

danu izmjerena je pri koncentraciji Secera od 30 g/L, a najniZa pri koncentraciji od 70 g/L.

4.2. Promjena koncentracija organskih kiselina i etanola

Mlijjecna kiselina je jedna od glavnih metabolita koja nastaje tijekom fermentacije napitaka
dobivenih previranjem Secera s dodatkom voca 1 dodatkom vodenih kefirnih zrnaca. Kinetika
nastajanja mlijeCne kiseline tijekom fermentacije prikazana je na Slici 8. U prvih 4 dana
fermentacije vidljivo je linearno povecanje koncentracija pri svim dodanim koncentracijama
saharoze. Najveca koncentracija na kraju procesa odredena je u uzorku sa 110 g/L Secera, a
najniza kod 70 g/L.

Dobiveni rezultati sli¢ni su rezultatima 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
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koncentraciju, a najvisu koncentraciju u podlozi s 50 g/L dodane saharoze. Opcenito gledano,
iako 1 u rezultatima dobivenim u ovom radu i u istrazivanju koje je proveo Blanc (1996) nema

izri¢ite regularnosti, apsolutne vrijednosti nastale mlije¢ne kiseline u oba dva istrazivanja su

bile podjednake.
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Slika 8. Promjena koncentracije mlijecne kiseline tijekom 14 dana uzgoja vodenih kefirnih
zrnaca u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica i razli¢itim koncentracijama dodane

saharoze.

Ovisno o tome Zeli li se proizvoditi fermentirani napitak s razli¢itim voéem, ucinak pocetne
koncentracije izvora ugljika u podlozi je izrazito vazan jer nastajanje glukonske kiseline kao
sporednog proizvoda rezultira snizavanjem pH hranjive podloge (Masaoka i1 sur., 1993).
Prema istrazivanju koje je proveo Roussin (1996), uz mlije¢nu kiselinu koja je dominantna u
ovakvim napitcima, u relativno visokim koncentracijama je odredena i glukonska kiselina.
Autor je upozorio da Cesto navodena prisutnost glukuronske kiseline u razli¢itim 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.
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Rezultati prikazani na Slici 9 prikazuju da je koncentracija glukonske kiseline bila 10 puta
viSa od koncentracije mlijecne 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 110 g/L saharoze, nesto niza pri 90 g/L, a u uzorcima sa 30,

501 70 g/L izmjerene su podjednake koncentracije glukonske kiseline.
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Slika 9. Promjena koncentracije glukonske kiseline tijekom 14 dana uzgoja vodenih kefirnih
zrnaca u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica i 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. Zbog ovog razloga
odredeno odstupanje izmedu dobivenih rezultata u ovom radu i rezultata objavljenih u
literaturi moZe biti posljedica razli¢itosti mikroflore koja je dio ekoloskog izvorista
inokuliranih vodenih zrnaca.

Nastajanje octene kiseline rezultat je metabolizma bakterija octene kiseline 1 vrlo je znacajna
zbog svog inhibicijskog djelovanja na patogene mikroorganizme i vrste koje izazivaju

kvarenje namirnica (Magalhaes 1 sur., 2010). Povecanje koncentracije octene kiseline tijekom

29



14 dana fermentacije prikazano je na Slici 10. Kao §to se moze primijetiti na grafickom
prikazu, ponovno je najveca koncentracija odredena u uzorku s 50 g/L. dodane saharoze, a pri
svim ostalim koncentracijama izmjerene su podjednake vrijednosti koncentracije octene
kiseline. Ovako niske koncentracije octene kiseline mogu se objasniti time §to mineralna voda
ne sadrzi biotin kao faktor rasta i amino duSik koji su nuzni za intenzivniji metabolizam

vodenih kefirnih zrnaca koji bi rezultirao ve¢im udjelom octene kiseline u napitku.
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Slika 10. Promjena koncentracije octene kiseline tijekom 14 dana uzgoja vodenih kefirnih
zrnaca u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica i razli¢itim koncentracijama dodane

saharoze.

Napitak dobiven fermentacijom pomocu vodenih kefirnih zrnaca je kompleksni napitak koji je
istovremeno 1 zdrav i1 osvjezavaju€i, 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 postiZze svoju maksimalnu vrijednost, a nakon toga se smanjuje.
Do istog zakljucka dosSao je i Reiss (1994), koji je zakljucio da se nastajanje etanola povecava

do maksimuma u Sestom danu fermentacije, a nakon toga se smanjuje.
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Prema vecini autora, koncentracija EtOH u kefirnim napitcima nije ve¢a od 1% (vol/vol)
(Teoh 1 sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije izmjerili 0,36 %
EtOH, uz pocetnih 70 g/L saharoze u hranjivoj podlozi. Reiss (1994) je ispitivao utjecaje
razliCitih izvora ugljika (saharoza, laktoza, glukoza i1 fruktoza) na metabolizam kefirnih
zrnaca, te uocio da koncentracija proizvedenog EtOH ovisi o vrsti 1 koli¢ini dodanog Secera.
U ovom radu je u mineralnu vodu dodano od 30 do 110 g/L saharoze (konzumni bijeli Secer) i
ve¢ nakon 2. dana fermentacije izmjerena je maksimalna koncentracija EtOH, od 0,49 g/L,
koja se u 6. danu smanjila na vrijednosti od 0,29 g/L, a nakon toga je pala na manje od 0,15

g/L 1 nije se znacajnije mijenjala do kraja fermentacije (Slika 11).
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Slika 11. Promjena koncentracije etanola tijekom 14 dana uzgoja vodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica 1 razli¢itim koncentracijama dodane saharoze.

Uoceno je linearno povecanje koncentracije etanola do drugog dana fermentacije i to kod svih
koncentracija Secera (Slika 11). Najvece koncentracije su izmjerene kod 90 1 110 g/L (0,46 i
0,3 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 njena koncentracija naglo pocela rasti (Slika 11).
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4.3. Odredivanje prinosa vodenih kefirnih zrnaca

Tijekom 14 dana fermentacije, prinos vodenih kefirnih zrnaca se mijenjao ovisno o
koncentraciji dodane saharoze (Tablica 3). Najveéi prinos postignut je pri koncentraciji
saharoze od 110 g/L (38,17 %). 1z tablice se moze uociti kako je prinos linearno rastao s

povecanjem koncentracije saharoze dodane u mineralnu vodu s brusnicama.

Tablica 3. Prinos vodenih kefirnih zrnaca nakon 14 dana fermentacije u mineralnoj vodi sa

suhim brusnicama i dodatkom razli¢itih koncentracija saharoze

Koncentracija v inokuluma (g/L) v suhih brusnica (g/L) Prinos (%)
saharoze (g/L)

30 20,20 30,03 10,54
50 24,45 31,45 18,12
70 26,57 32,65 22,96
90 28,17 34.60 28,57
110 35,09 36,09 38,17

Kinetika sinteze vodenih kefirnih zrnaca, prac¢ena tijekom 14 dana fermentacije je prikazana
na Slici 12. Vidljivo je linearno povecanje mase vodenih kemijskih zrnaca u svim uzorcima s
razliitim koncentracijama Secera, najvece izmjerene mase vodenih kemijskih zrnaca pri 90 i
110 g/L. Za razliku od raCunanja prinosa (Tablica 3), na Slici 12 su vrijednosti y inokuluma

(g/L) normalizirane 1 na pocetku fermentacije poc¢inju od nulte vrijednosti.
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Slika 12. Kinetika sinteze vodenih kefirnih zrnca uzgojenih u mineralnoj vodi uz dodatak

suhih brusnica i razli¢itih koncentracija Secera.

4.4. Antimikrobna aktivnost

Brojna dosadaSnja istraZivanja antimikrobne aktivnosti napitaka uz pomo¢ fermentacije
vodenih kefirnih zrnaca 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 inhibiraju
rast bakterijskih vrsta, dok prema kvascima i plijesnima uglavnom nisu imali inhibicijsko
djelovanje, vjerojatno zato Sto su kvasci i plijesni acidofilni mikroorganizmi, a time i otporniji
na organske kiseline koje nastaju tijekom fermentacije, posebice na mlije¢nu kiselinu koja
nastaje u najvecoj koncentraciji (Battikh i sur., 2012).

U ovom su radu, zbog odredivanja antimikrobne aktivnosti vodenog kefira uzgajanog u
mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica 1 razli¢itim koncentracijama dodane saharoze,
uzorci testirani na hranjivim podlogama nacijepljenim s bakterijama E. coli, B. subtilis, S.

typhimurium, S. aureus, te kvascem C. albicans. Dobiveni rezultati prikazani su na Slikama
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13-17 i u Tablici 4. Moze se uociti da su podjednake antimikrobne aktivnosti postignute
prema bakterijama E. coli,B. subtilis 1 S. typhimurium, pri svim koncentracijama saharoze
dodane u mineralnu vodu, no prema bakteriji S. aureus napitak nije pokazao antimikrobnu
aktivnost. Prema kvascu vrste C. albicans, napitak je pokazao blagu antimikrobnu aktivnost.
Najvece zone inhibicije prema bakterijama E. coli 1 S. typhimurium postignute su pri

koncentracijama Secera od 301 110 g/L, malo manje pri 501 70 g/L.
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Slika 13. Promjeri zona inhibicije prema danima inkubacije uzoraka (E. coli)
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Slika 14. Promjeri zona inhibicije prema danima inkubacije uzoraka (B. subtilis)
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Slika 15. Promjeri zona inhibicije prema danima inkubacije uzoraka (S. typhimurium)
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Slika 16. Promjeri zona inhibicije prema danima inkubacije uzoraka (C. albicans)
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Slika 17. Promjeri zona inhibicije prema danima inkubacije uzoraka (S. aureus)

Tablica 4. Antimikrobna aktivnost napitka fermentiranog pomoc¢u vodenih kefirnih zrnaca uz

dodatak suhih brusnica i razli¢itih koncentracija saharoze

Koncentracija E. coli B. subtilis S. typhimurium  C. albicans  S. aureus
saharoze (g/L)

30 30 20 23 13 -

50 25 23 22 12 -

70 25 23 23 11 -

90 17 16 16 6 -

110 28 24 24 7 -

Vazno je napomenuti da su uzorci nacijepljenih kefirnih zrnaca uzgojeni tradicionalnim
nacinom, pri ¢emu nije bio odredivan mikrobioloski sastav uzoraka. Nekoliko istrazivanja je
potvrdilo mikrobne vrste koje se nalaze unutar zrnaca kao stabilnu simbiozu nekoliko rodova
laktobacila, bakterija octene kiseline i kvasaca (Neve i Heller, 2002; Pidoux, 1989). Gulitz i

sur. (2011) su pokazali da se simbioza vodenog kefira sastoji od 10® laktobacila, 10°-10®
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bakterija octene kiseline 1 10%-107 kvasaca po gramu zrnaca. Osim toga, jo§ nekultivirane
bifidobakterije mogu se otkriti u nekoliko vodenih kefirnih zrnaca razli¢itog podrijetla (Gulitz
i sur., 2013). Ovi nekultivirani organizmi pokazuju obvezujuéi 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 o-1,6-vezanom glukozom i
grananjem na o-1,3 mjestu (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.

4.5. FT-IR

S ciljem analize egzaktnih vrijednosti masenih udjela vodenih kefirnih zrnaca, napravljene su
analize putem FT-IR spektroskopije. FT-IR spektroskopska analiza je tehnika koja
omogucava dobivanje informacija o kemijskim vezama u strukturama razli¢itih materijala,
bili oni organskog ili anorganskog podrijetla. S obzirom na kompleksnost ispitivane strukture
(biljne ili bakterijske), FT-IR analiza omogucava dobivanje dragocjenih informacija o udjelu
amorfne strukture molekula (Movasaghi i sur., 2008).

Rastezne vibracije hidroksilnih skupina alkohola pojavljuju se kao Siroke apsorpcijske vrpce u
podrucju 3200 do 3600 cm™'. Slobodna hidroksilna skupina registrira se kao uska vrpca kod
priblizno 3600 cm™, a obiéno se zamjeéuje §irok signal koji odrazava vodikovu vezu izmedu
hidroksilnih skupina molekula alkohola. U IR-spektrima dva uzorka (Slika 18), vidljiva je
apsorpcijska vrpca pri 3350 cm™ koja se pripisuje hidroksilnoj skupini.  Intenzitet tih
apsorpcijskih vrpci je 1 Sirok, $to moZe ukazivati na prisutnost slobodnih hidroksilnih skupina
u spojevima koji se nalaze u ispitivanim uzorcima. Alkani (zasi¢eni spojevi) imaju
apsorpcijske vrpce izmedu 2800 i 3000 cm™ jer je to podrudje svojstveno za rastezne
frekvencije veze C—H. U frakcijama su vidljive vrpce slabog intenziteta oko 2936 cm™, §to se
pripisuje rasteznoj frekvenciji veze C—H. Apsorpcijske vrpce u dijelu spektra od 1030 do
1100 cm™ odgovaraju rasteznoj frekvenciji jednostruke veze C-O. U frakcijama je vidljiva
srednje jaka apsorpcijska vrpca oko 1042 cm™, a moZe se pripisati esterskoj vezi prisutnoj u
ugljikohidratima. Asignirana apsorpcijska vrpca puno slabijeg intenziteta, pri 669 cm™ u

spektrima svih ekstrakta potvrduje prisutnost glikozidne veze.
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Slika 18. FT-IR spektri vodenih kefirnih zrnaca sintetiziranih fermentacijom mineralne vode s

dodanim suhim brusnicama (90 1 110 g/L saharoze).

4.6. Morfologija povrsine vodenih kefirnih zrnaca
4.6.1. Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM)

PovrSina vodenih kefirnih zrnaca snimana je pretraznim elektronskim mikroskopom. Na Slici

19 jasno su vidljive stanice bakterija i kvasaca na povrSini vodenih kefirnih zrnaca.
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Slika 19. SEM snimka povrSine vodenih kefirnih zrnaca nakon 14 dana fermentacije vodenih
kefirnih zrnaca u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica i s koncentracijom Seéera 70

g/L.

4.7. Antioksidacijski kapacitet fermentiranog napitka

Antioksidacijska aktivnost prirodnih sastojaka se u posljednje vrijeme pojacano proucava
zahvaljujuéi potraznji farmaceutskih i prehrambenih industrija, koje pokazuju sve veci interes
za prirodne bioaktivne sastojke kojima se poboljsava ljudsko zdravlje (Smith i sur., 2015).

Fenolni spojevi su glavni antioksidacijski sastojci kojima biljke obiluju, kao s drugim jakim

antioksidansa (askorbinska kiselina, B-karoten, likopen i a-tokoferol) (Barros i sur., 2008).

4.7.1. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Vezanje proton-radikala smatra se vaznim mehanizmom za postizanje antioksidacije.
Odredivanje sposobnosti vezanja proton-radikala s DPPH je relativno jednostavno i izrazito
ponovljivo, budu¢i da se ovaj spoj stehiometrijski obezboji. Smanjenje koncentracije DPPH
omogucava prac¢enje smanjenja apsorbancije (A7g nm), pri cemu se moze odrediti sposobnost
vezanja proton-radikala (Yamaguchi i sur., 1998). Slika 20 prikazuje aktivnost DPPH radikala
pri razli¢itim koncentracijama Secera u fermentiranim napitcima. Svi uzorci su pokazali vrlo

zadovoljavajuéu sposobnost vezanja slobodni radikala.
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Slika 20. Sposobnost vezanja slobodnih radikala napitka dobivenog fermentacijom vodenih
kefirnih zrnaca u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica 1 razli€itim koncentacijama

saharoze.

4.7.2. Reducirajuc¢a snaga

Prema literaturi, neka istrazivanja su pokazala da reduciraju¢i kapacitet razli¢itih sastojaka
moze posluziti kao znacajni indikator njihove potencijalne antioksidacijske aktivnosti (Meir i
sur., 1995). Zbog toga je bilo vazno izmjeriti reducirajucu snagu fermentiranog napitak da bi

odredili odnos izmedu antioksidacijskog kapaciteta i reducirajuce snage uzoraka.
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Slika 21. Reduciraju¢a snaga napitka dobivenog fermentacijom vodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica 1 razli¢itim koncentacijama saharoze.

4.7.3. Sposobnost keliranja iona Zeljeza

Zeljezo, najzastupljeniji tranzicijski metalni ion u nasem tijelu, moZe djelovati kao katalizator
za stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva u patoloSkim uvjetima. Reducirani oblik Zeljeza
pojacava toksi¢nost kisika, konvertiraju¢i preko Fentonove reakcije manje reaktivni vodikov
peroksid do reaktivnijih kisikovih spojeva, hidroksid radikala i Zeljeznih iona. Zbog toga nije
zacuduju¢e da se povecanjem koncentracije Zeljeza smatra povezanim s karcinogenim i
krvoZilnim bolestima (Toyokuni, 2002). Keliraju¢a aktivnost Zeljeznih iona je prikazana na
Slici 22. Vidljivo je da je veca sposobnost keliranja postignuta pri nizim koncentracijama
Secera (30 1 50 g/L), dok su vise koncentracije (70, 90 i 110 g/L) imale podjednaku

sposobnost keliranja prema ionima Zeljeza.
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Slika 22. Sposobnost keliranja Zeljeza dobivenog fermentacijom vodenih kefirnih zrnaca u

mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica i razli¢itim koncentracijama saharoze.
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5.ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuditi sljedece:

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 14 dana s ,,domac¢om* kulturom vodenih kefirnih

zrnaca, uz dodatak 30 g suhih brusnica pri sobnoj temperaturi (25 °C).

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

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

4. Istrazivanjem antimikrobnog djelovanja fermentiranog napitka je dokazano izrazito
dobro djelovanje na bakterije vrste E. coli, B. subtilis 1 S. typhimurium, kao 1 na kvasac

vrste C. albicans, dok na bakteriju S. aureus nije antimikrobno djelovao.

5. FT-IR spektroskopskom analizom je dokazana blaga kristalini¢na struktura vodenih
kefirnih zrnaca uzgojenih u mineralnoj vodi s dodatkom suhih brusnica pri svim

koncentracijama dodane saharoze.
6. Istrazivanjem antioksidacijskog kapaciteta fermentiranog napitka dokazano je da je

vrlo bogat izvor fitokemikalija, kao $to su askorbinska kiselina i a-tokoferol, koji

posjeduju vazna antioksidacijska svojstva i ¢ine ga visokovrijednom namirnicom.
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