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1. UVOD

Kombucha je nutritivno vrijedni napitak dobiven biotransformacijom saharozom zasladenog
¢aja ili soka sa simbiotickim, odnosno zdruzenim kulturama bakterija octene kiseline i raznih
vrsta osmofilnih kvasaca koji, tijekom 10-14 dana fermentacije, sintetiziraju ,,cajnu gljivu®,
odnosno nanoceluloznu pelikulu (opnu) na povrSini kiselkaste tekucine (Chen i Liu, 2000).
Tijekom fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi izvor ugljika do
razli¢itih organskih kiselina, uglavnom octene i glukonske u ve¢im koncentracijama, te
glukuronske, mlije¢ne i limunske, ¢ije koncentracije ne prelaze 1 g L (Jayabalan i sur.,
2007). Kvasceve stanice hidroliziraju saharozu do glukoze i fruktoze pomocu enzima
invertaze i proizvode etanol putem glikolize, a bakterije octene Kiseline koriste glukozu za
proizvodnju glukonske Kiseline i etanol za proizvodnju octene kiseline.

Usporedno s proizvodnjom organskih kiselina i etanola, na povrsini tekuce faze se stvaraju
tanke celulozne pelikule (opne), odnosno bakterijska nanoceluloza (BNC) koja, ovisno o
duzini fermentacije sve viSe dobiva na volumenu. BNC je ekstracelularni polisaharid, koji se
moze sintetizirati u statiénim uvjetima, submerzno i u treSenim kulturama. BNC mogu
proizvesti razne bakterijske vrste, ukljucujuéi vrste Rhizobium leguminosarum, Burkholderia
spp., Pseudomonas putida, Dickeya dadantii, Erwinia chrysanthemi, Agrobacterium
tumefaciens, Escherichia coli i Salmonella enterica (Jahn i sur., 2011; Chawla i sur., 2009).
Unutar porodice Acetobacteriaceae, razli¢iti rodovi Su proizvodaéi BNC, poput
Gluconacetobacter, Acetobacter i Komagataeibacter (Valera i sur., 2014; Gullo i sur., 2012).
Vrsta Gluconoacetobacter xylinus se smatra modelnim mikroorganizmom u proizvodnji BNC
zbog svojeg svojstva da asimilira razli¢ite Secere kao izvore ugljika i sintetizira velike
koli¢ine BNC uzgojem u teku¢im hranjivim podlogama.

Celuloza je jedan od najzastupljenijih biopolimera na Zemlji, a sastavni je dio trava, visih
biljaka i drveca, no Cesto je i bakterijskog porijekla. Bakterijska nanoceluloza (BNC), za
razliku od biljne celuloze, izrazito je visoke molekularne Cisto¢e i zbog toga je privukla
zanimanje mnogih istrazivaca i industrijskih sektora. Opcenito, sastoji se od nasumic¢no
sastavljenih, <100 nm Sirokih vlaknastih vrpca, sastavljenih od nanofibrila Sirine 7-8 nm,
zdruzenih u snopove. Posjeduju posebna kemijsko-fizikalna svojstva, poput fleksibilnosti,
velike sposobnost zadrZzavanja i otpustanja vode, hidrofilnosti, kristalini¢nosti, oblikovanja u
razli¢ite oblike 1 biomimeticke trodimenzionalne (3D) umrezene strukture (Gorgieva i Trcek,

2019).



BNC je ultratanki tip celuloze s trodimenzijskom nanofibrilarnom strukturom i ekskluzivnom
kombinacijom svojstava kao S§to su visoka kristalini¢nost (84 %-89 %) i stupanj
polimerizacije, velika povrSina vlakana promjera 20-100 nm, izrazita fleksibilnost i vla¢na
¢vrstoca (Youngov modul od 15-18 GPa), visok kapacitet zadrZzavanja vode (oko 99 %). Zbog
visoke Cisto¢e, odnosno odsutnosti lignina, pektina i hemiceluloze, BNC se smatra ne-
citotoksi¢nim, ne-genotoksicnim i visoko biokompatibilnim hidrogelom koji privlaci
zanimanje za razliita podrucja primjene (Chawla i sur., 2009). Zbog navedenih svojstava ima
Sirok raspon primjena u biomedicini i prehrani (Dufresne i Farnworth, 2000). U podrucju
biomedicine, BNC se zbog velike mehanicke ¢vrsto¢e u vlaznom obliku, permeabilnosti za
tekucine i plinove, primjenjuje kao umjetna koza, za izradu umjetnih krvnih zila i kao nosa¢ u
tkivnom inzenjerstvu (Keshk, 2014). U prehrambenoj se industriji BNC koristi u proizvodnji
hrane, dijetalnih vlakna, te kao sredstvo za zgusSnjavanje i stabilizaciju gotovih proizvoda
(Okiyama i sur., 1993).
Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske promjene koje se zbivaju tijekom biotransformacije
simbioti¢ki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i osmofilnih kvasaca (kombucha)
tijekom 21 dana uzgoja u kompleksnoj podlozi (sok od borovnica) s razli¢itim
koncentracijama saharoze. Tijekom fermentacija praceni su i odredivani sljede¢i parametri:

- promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije,

- kinetika nastajanja etanola i organskih kiselina (octene, glukonske, mlije¢ne i

glukuronske),

- kinetika sinteze i prinos BNC u kompleksnoj podlozi (sok od borovnice),

- kristalini¢nost i morfoloska struktura bakterijske celuloze,

- Utjecaj specificne povrSine bakterijske celuloze na kapacitet zadrzavanja i brzinu

otpustanja vode,

- antimikrobna aktivnost kombucha napitka od soka borovnica.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Kombucha: PRIPRAVA | FERMENTACIA

Kombucha je tradicionalni napitak pripravljen od crnog ili zelenog ¢aja koji se konzumira
diljem svijeta, a posebice u Aziji. Smatra se da najstarija primjena datira iz 220. godine prije
Krista kada je dr. Kombu ovim napitkom lije¢io japanskog Cara (Srihari i Satyanarayana,
2012; Greenwalt i sur., 2000). Caj od kombuche je poznat pod razli¢itim imenima poput:
Champignon de longue vie, Ling zhi, Kocha kinoko, Chainii grib, i Chainii kvass (Malbasa i
sur., 2011). Tradicionalno se priprema fermentacijom zasecerenog crnog ¢aja sa simbiotskom
kulturom kvasaca i bakterija. U mnogim drzavama ovaj napitak se proizvodi u velikom
mjerilu za komercijalnu, ali i za kuénu uporabu. Unato¢ tome §to je to fermentirani napitak,
aroma Caja od kombuche se smatra zadovoljavaju¢om, blago kiselom s niskim udjelom
alkohola, okusom sli¢nim jabukovaci (Marsh i sur., 2014). ProduZenjem tijeka fermentacije,
koja obi¢no traje od 6 do 14 dana, okus ¢aja od kombuche se mijenja od ugodno vo¢nog, do
lake i pjenusave arome s blagim okusom na vinski ocat, zadovoljavajuci time prihvatljivost
arome i ostalih senzorskih svojstava pica potrosaca (Marsh i sur., 2014; Goh i sur., 2012).
Poznato je da se mikrobni sastav kulture ¢aja od kombuche razlikuje od jedne kulture do
druge ovisno o ¢imbenicima poput geografskog mijesta, klime, lokalne vrste bakterija i
kvasaca te izvora inokuluma (Jayabalan i sur., 2014). U nekim istrazivanjima je dokazano da
uporaba razli¢itih starter kultura kombuche moze rezultirati razli¢itom antioksidacijskom
aktivnosti iako je koriSten isti supstrat za fermentaciju (MalbaSa i sur., 2011; Chu i Chen,
2006). Kod tradicionalne, kuéne priprave, starter kultura se dodaje u infuziju zaSeéerenog
crnog Caja, a fermentacija traje od 6 do 14 dana pri sobnoj temperaturi (Jayabalan i sur.,
2014). Kolic¢ina i vrsta caja ili bilo kojeg soka koriStenog za proces fermentacije i metoda
pripremanja se razlikuju ovisno o osobnim sklonostima. Aroma i koncentracija spojeva
pronadenih u ovom napitku se razlikuje ovisno o mikrobioloSkom sastavu i masi dodane
starter kulture, vrsti i sastavu hranjive podloge, kao i vrsti i koncentraciji dodanog Secera
(Jayabalan i sur., 2014). lako se tradicionalno koriste crni ili zeleni ¢aj kao kompleksna
hranjiva podloga, uobi¢ajeno je dostupna i kombucha pripremljena s razli¢itim sokovima,
melasom, te ostacima voca i povréa (Veli¢anski i sur., 2007; Greenwalt i sur., 1998). U nekim
rijetkim sluCajevima ovo piée je bilo pripremljeno s ¢ajem od limuna, Sljiva, jasmina i
peperminta (Jayabalan i sur., 2014; Veli¢anski i sur., 2013, 2007). Starter kultura koja se

prvotno dodaje u ¢aj se zove “majcinska kultura”, a prilikom fermentacije se razvija nova
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pelikula (opna) koja ¢e na kraju fermentacija posluziti kao inokulum za novi uzgoj. Celulozne
pelikule se skupljaju na povrsSini ¢aja kao novi sloj iznad stare kombuchine kulture. Na
pocetku fermentacije, mali dio prethodno pripremljene kombuche dodaje se novoj hranjivoj
podlozi kako bi se smanjio pocetni pH i time zaustavio rast neZeljenih mikroorganizama
(Dufresne i Farnworth, 2000).

2.2. MIKROBIOLOSKI SASTAV kombuche

Kvasci 1 bakterije ukljuceni u ovu mikrobnu fermentaciju tvore pelikulu (opnu) svakodnevno
tijekom fermentacije. Kvascev dio ove kulture se obi¢no sastoji od osmofilnih vrsta kvasaca,
dok bakterijski dio ukljucuje najveéim dijelom bakterije octene kiseline. U mnogim je
istrazivanjima otkriveno da su dominantne vrste bakterija octene kiseline Acteobacter
xylinum, A. xylinoides, A. aceti, A. pausterianus i Bacterium gluconicum. Porodica
Acetobactericeae se sastoji od grupe striktnih aeroba, gram-negativnih bakterija octene
kiseline koje oksidiraju razlicite ugljikohidrate, alkohole i Se¢erne alkohole do octene kiseline
I druge organske kiseline (glukonske, mravlje, limunske, okso-kiselina i ketona), ¢ak i do
aminokiselina. Od razli¢itih rodova ove porodice, rodovi Acetobacter i Gluconacetobacter su
najbolji proizvodaci octene kiseline zbog svoje visoke tolerancije na kiseli i alkoholni okolis,
¢ime smanjuju mogucnost kontaminacije drugim mikroorganizmima. Bakterijske vrste iz roda
Acetobacter posjeduju visoku sposobnost proizvodnje octene Kiseline iz etanola, dok bakterije
iz roda Komagataeibacter oksidiraju Secere bolje nego etanol. Ovi rodovi bakterija octene
kiseline imaju diauksi¢nu krivulju rasta kada se uzgoj vodi u podlozi koja sadrzi etanol, pri
¢emu je prva faza karakterizirana oksidacijom etanola do octene kiseline, a u drugoj fazi
(naknadna oksidacija) je octena kiselina oksidirana do vode i CO2, potrebnih za daljnji rast i
razmnozavanje bakterija (Dourado i sur., 2017).

Dokazano je da su dominantni kvasci u kulturi kombuche iz rodova i vrsta Kloeckera spp.,
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces ludwigii, Saccharomyces cerevisiae,
Torulaspora spp., Zygosaccharomyces bailii te Pichia spp. (Goh i sur., 2012). Celulozna opna
se sintetizira stvaranjem tankog sloja plivajuce celuloze na kojoj se nalazi biomasa bakterija i
kvasaca (Jayabalan i sur., 2014). Ova mo¢na simbiotska zajednica i njezini nusprodukti imaju
sposobnost inhibicije rasta potencijalnih kontaminirajucih bakterija i plijesni (Jayabalan i sur.,
2014). Opéenito se smatra da broj bakterijskih stanica i stanica kvasaca doseze 10*-10° CFU
mL? u kulturi kombuche koja je fermentirala do 10 dana (Teoh i sur., 2004). Mnoga
znanstvena istrazivanja su dokazala da kvasci broj¢ano nadmasuju bakterije (Goh i sur., 2012;
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Chen i Liu, 2000). Kako napreduje fermentacija, Kiselost hranjive podloge se poveéava zbog
proizvodnje organskih kiselina (slika 1). Zbog nedostatka kisika uzrokovanim visokom
kiseloscu, takoder se smanjuje broj zivih bakterijskih stanica prisutnih u ¢aju od kombuche
(Chen i Liu, 2000). Broj kvasaca i bakterijskih stanica prisutnih u ¢aju je veci od broja stanica

u nanoceluloznoj pelikuli (Goh i sur., 2012).

bhakterijska nanoceluloza (BNC)

i

‘ Gluconacetobacter xylinum
kvasci
saharoza —————— glukoza + fruktoza ‘
bhakterije hakterije
G etanol + CQ,
Ig{l;ﬁll:ﬁ::ka AT ; octena kiseling —— HZD +COH
octene
glulkuronska | kiseline
kiselina

Slika 1. Proizvodnja organskih kiselina tijekom fermentacije kombucha napitaka (Goh i sur.,
2012)

2.3. ZDRAVSTVENI UCINCI kombuche

Ameri¢ko udruzenje dijabetiCara je definiralo funkcionalnu hranu kao proizvode koji
ukljucuju hranu, obogacenu ili poboljSanu, koja ima potencijalno blagotvoran ucinak na
zdravlje kada je redovito konzumirana kao dio raznolike prehrane (Hasler i sur., 2004). Zna se
da napitak kombuche posjeduje mnoge profilakti¢ne i terapeutske koristi. Vjeruje se da
pomaze u probavi, olaksava artritis, djeluje kao laksativ, sprjecava mikrobne infekcije, djeluje
protiv stresa i1 raka, pruza olakSanje kod hemeroida, ima pozitivan ucinak na razinu
kolesterola te olakSava izlu¢ivanje toksina kao i procis¢avanje krvi (Jayabalan i sur., 2014;
MalbaSa i sur., 2011; Dufresne i Farnworth, 2000). Ovaj napitak se takoder povezuje s
utjecajem na gastrointestinalnu mikrobiotu u ljudi tako $to djeljuje kao probioticko pice i
pomaze pri balansiranju crijevne mikrobiote, olakSavajué¢i time do odredene mjere
normalizaciju crijevnih aktivnosti (Kabiri i sur., 2013; Malbasa i sur., 2011; Janior i sur.,
2009). Takoder je poznato da ima sposobnost poboljSavanja zdravlja kose, koze 1 noktiju,

smanjuje stres i ziv€ane poremecaje, smanjuje nesanicu, ublazuje glavobolju, smanjuje Zelju
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za alkoholom kod alkoholicara te sprjecava nastanak infekcija mokra¢nog mjehura (Jayabalan
i sur., 2014; Dufresne i Farnworth, 2000). Smanjenje kalcifikacije bubrega je takoder koristan
ucinak ovog napitka (Jayabalan i sur., 2014). Smanjenje menstrualnih poremecaja i problema
kod menopauze, poboljSanje vida, regeneracija stanica, stimulacija Zljezdanog tkiva u tijelu,
ublazavanje bronhitisa 1 astme te opCenito poboljSanje metabolizma predstavljaju zdravstvene
prednosti koje su povezane s konzumacijom kombuche (Jayabalan i sur., 2014). Blagotvoran
ucinak ovog napitka se pripisuje prisutnosti metabolickih produkata prilikom fermentacije,
iako se smatra da je vec¢ina zdravstvenih prednosti zbog moguénosti da neutralizira slobodne
radikale. Mikrobna zajednica ima sposobnost povecati aktivnost neutraliziranja radikala crnog
Caja procesom fermentacije (Dufresne i Farnworth, 2000). Takoder, prisutnost glukuronske
kiseline daje korisna svojstva ovom picu (Teoh i sur., 2004). Glukuronsku kiselinu obi¢no
proizvodi zdrava jetra i ta je karboksilna kiselina lako topljiva u vodi. Ova se kiselina moze
pretvoriti u glukozamin i kondroitin sulfat koji su povezani s kolagenom i fluidom koji djeluje
kao mazivo u zglobovima (Yavari i sur., 2011). Mikrobna zajednica proizvodi masla¢nu
kiselinu u procesu fermentacije za koju se zna da §titi ljudske stanicne membrane. U
kombinaciji s glukuronskom kiselinom, ovaj kompleks ima sposobnost o¢vrséivanja stijenke
crijeva i davanja zaStite od parazita (Dufresne i Farnworth, 2000). Iako se moze ¢initi da su
mnogi izvjestaji koji su dostupni o kombuchi bazirani na osobnim iskustvima i uvjerenjima, u
novije vrijeme su znanstvenici objavili znanstvene dokaze koji objasSnjavaju terapeutske

uc¢inke napitka u in vitro i in vivo istrazivanjima (Martinez-Leal i sur., 2018).

2.3.1. Antimikrobna aktivnost

Poznato je da ¢aj od kombuche pokazuje izvanrednu antimikrobnu aktivnost prema Sirokom
rasponu mikroorganizama. Mnoga znanstvena istrazivanja su se bavila ovom temom i
kombucha napitak je pokazao inhibirajucu aktivnost protiv mnogih patogenih gram-pozitivnih
i gram-negativnih mikroorganizama (Dufresne i Farnworth, 2000). Caj od kombuche je
pokazao sposobnost da inhibira rast patogena kao $to su Helicobacter pylori, Escherichia coli,
Entamobea cloacae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermis, Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus, Aeromonas hydrophila, Salmonella
typhimurium, Salmonella enteriditis, Shigella sonnei, Leuconostoc monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Campylobacter jejuni te Candida albicans (Sreeramulu i sur., 2001; Dufresne i
Farnworth, 2000; Sreeramulu i sur., 2000). Antimikrobna aktivnost napitka se pripisuje niskoj
pH vrijednosti ovog napitka, posebice zbog prisutnosti octene kiseline i niza drugih organskih
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kiselina i katehina kao i mnogih velikih proteina koji se proizvode prilikom fermentacije
(Dufresne i Farnworth, 2000; Sreeramulu i sur. 2000). Octena kiselina i katehini su posebno
poznati po inhibiciji niza gram-pozitivnih i gram-negativnih mikroorganizama (Jayabalan i
sur., 2014). Takoder su istraZzivanja pokazala da napitak moze sadrzavati antibioticke tvari
koje imaju antimikrobna svojstva (Deghrigue i sur., 2013; Sreeramulu i sur., 2000). Neka
istrazivanja su pokazala da ¢aj od kombuche ne pokazuje samo antibakterijsku nego i
antifungalnu aktivnost. Antifungalna aktivnost se pripisuje prisutnosti octene kiseline u ovom
napitku. U novije vrijeme, uvelike je primijeCena pojava rezistentnih sojeva patogena
povezanih s ljudskim bolestima, a ¢aj od kombuche se moze Koristiti kao antimikrobni

proizvod kako bi se prevladao ovaj problem (Battikh i sur., 2013).

2.3.2. Probioticko djelovanje

Poznato je da su probiotici zivuéi mikroorganizmi. Kada se daju u dovoljnim koli¢inama,
mogu rezultirati zdravstvenim prednostima. NajceSc¢e probiotici sadrze bakterije iz rodova
Lactobacillus ili Bifidobacterium ili koktela tih dviju rodova. PodrSka tim linijama u smjesi
moze biti i nekoliko Cestih tipova kvasaca kao Sto su Saccharomyces boulardii i S. cerevisiae
(Kozyrovska i sur., 2012). Poznato je da mikroorganizmi probiotici igraju bitnu ulogu u
odrzavanju ljudskog zdravlja. Probioticki mikroorganizmi omoguéavaju ravnotezu u crijevnoj
mikrobioti, normaliziraju¢i procese u crijevima i pojacavajuc¢i imunosni sustav. Osim toga,
pomazu u poboljSanju probave, borbi protiv prekomjernog rasta Stetnih bakterija te postizanja
mentalne stabilnosti i raspolozenja, a protiv psiholoskih stanja poput tjeskobe i depresije.
Mnoga istrazivanja su tvrdila da kombucha napitak nije samo probiotik nego djeluje i kao
simbiotik, kombinacija prebiotika i probiotika (Junior i sur., 2009; Dufresne i Farnworth,
2000). Prebiotik selektivno potpomaze rast i aktivnost zdruzene kulture korisnih mikroba
prisutnih u ljudskom crijevu (Junior i sur., 2009). Bakterije i kvasci prisutni u ovom napitku
djeluju kao probiotici, a mikroceluloza koja je prisutna moze pomoc¢i u rastu korisnih
mikroorganizama prisutnih u crijevu (Kozyrovska i sur., 2012). Popularnost ovog napitka kao
probiotika i simbiotika je porasla u novije vrijeme jer su znanstvenici otkrili da ovaj napitak
moze biti koriSten da bi se poboljSala prehrana i pomoglo odrzati zdravlje kod ljudi koji rade
u nezdravim uvjetima, poput radnika u rudnicima i polarnih istrazivaca (Kozyrovska i sur.,
2012). Kada je ljudsko tijelo izlozeno takvim uvjetima duze vremensko razdoblje, uobicajena
kultura mikroorganizama u crijevu se promijeni zbog neprirodnih uvjeta, psiho-emocionalnih
problema te drasti¢ne promjene u prehrani. To moze dovesti do nestanka zastitnih crijevnih
mikroorganizama i pojave Stetnih sekundarnih infekcija zbog oportunistickih mikroba. Ova
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promjena u crijevnoj mikrobioti moze dovesti do mnogih zdravstvenih problema kao Sto su
alergije, autoimune bolesti, multipla skleroza te infekcijske bolesti kod transplantacija.
Promjena u crijevnoj mikrobioti se moze ispraviti do neke mjere pomocu ¢aja od kombuche. S
obzirom na spomenute mogucénosti, znanstvenici su poceli razmatrati ovaj napitak za upotrebu

u dopuni prehrane astronauta u svemiru (Kozyrovska i sur., 2012).

2.3.3. Antikancerogena svojstva

Prehrambene fitokemikalije su prepoznate kao ucinkoviti agensi protiv raka. Stoga postoji
nedavni trend konzumiranja hrane bogate tim bioaktivnim komponentama. Znanstvena
istrazivanja su potvrdila da kombucha takoder ima protukancerogene ucinke (Dufresne i
Farnworth, 2000). SrediSnja onkoloSka istrazivacka jedinica u Rusiji i Ruska akademija
znanosti u Moskvi su provele istrazivanje na stanovnistvu o ovom fermentiranom napitku i
zakljucile da dnevna konzumacija kombuche korelira s izrazito visokom otporno$¢u na rak
(Dufresne i Farnworth, 2000). Istrazivanja su pokazala da sposobnost ovog fermentiranog
napitka sluzi kao protukancerogeni agens zbog prisutnosti polifenola iz ¢aja i sekundarnih
metabolita proizvedenih tijekom procesa fermentacije (Jayabalan i sur., 2014). Mnoga
istrazivanja su pokazala sposobnost polifenola iz ¢aja u ovom fermentiranom napitku da
inhibiraju mutacije gena, inhibiraju proliferaciju stanica raka i potic¢u apoptozu stanica raka pa
su bili naglaseni kao mogu¢i mehanizmi protukancerogenih svojstava (Bode i Dong, 2003;
loannides i Yoxall, 2003; Conney i sur., 2002). Takoder je bilo primije¢eno da konzumacija
¢aja od kombuche moze pomo¢i oboljelima od raka da izbalansiraju pH krvi koji se obi¢no
povecéa na vise od 7,56 tijekom bolesti. Nadalje, oboljelima od raka nedostaje L-mlije¢na
kiselina u njihovim vezivnim tkivima. Ovo se moze ispraviti konzumacijom kombuche, gdje
tijekom fermentacije nastaje mlijecna kiselina kao nusprodukt (Dufresne i Farnworth, 2000).
Mnogi spojevi koji su prepoznati kao prisutni u ¢aju od kombuche poput polifenola,
glukonske kiseline, glukuronske kiseline, mlijecne kiseline i1 vitamina C su poznati po
sposobnosti da smanje ucestalost raka zeluca. Takoder je bilo otkriveno da kombucha sadrzi
D-saharinsku kiselinu-1,4-lakton (DSL) za kojeg se zna da inhibira aktivnost glukuronidaze,
enzima za kojeg se smatra da je indirektno povezan s rakom (Deghrigue i sur., 2013).
Glukuronidaza ima svojstvo hidrolize glukuronida i proizvodi aglikone koji uzrokuju rak
(Kumar i sur., 2015). IzvijeSteno je da polifenoli prisutni u ¢aju od kombuche posjeduju
antitumorska svojstva, time djeluju¢i kao agens koji sprjecava rak (Deghrigue i sur., 2013).
Drugo istrazivanje izvjeSCuje o prisutnosti dimetil-2-(2-hidroksil-2-metoksipropilidena)
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malonata i viteksina u frakciji etil acetata ¢aja od kombuche za kojeg su pokazani citotoksiéni

ucinci pri koncentraciji od 100 pg mL™ (Jayabalan i sur., 2011).

2.3.4. Detoksikacija

Detoksikacija je kompleksan proces uklanjanja toksi¢nih tvari iz tijela zivih organizama. Ovaj
proces moze biti fiziolodki ili medicinski. U ljudskom tijelu ovaj proces pretezno vrsi jetra.
Detoksikacija pomaze u odrzavanju zdrave jetre i takoder je poznato da ima ulogu u
sprjecavanju raka. Enzimi, bakterijske kiseline te drugi sekundarni metaboliti koje proizvode
mikroorganizmi tijekom procesa fermentacije prilikom pripreme ¢aja od kombuche, pokazali
su svojstvo detoksifikacije organizma (Dufresne i Farnworth, 2000). Nadalje, veéina enzima i
bakterijskih kiselina pronadenih u caju od kombuche su jako slicni kemikalijama koje
proizvodi tijelo u svrhu detoksikacijskog procesa. Stoga unos ¢aja od kombuche u prehranu
moZze rezultirati smanjenjem opterecenja jetre detoksikacijom. Mnoga znanstvena istraZivanja
su izvijestila da je ovo svojstvo uglavnom zbog sposobnosti glukuronske Kiseline da se veze
na toksi¢ne molekule koje ulaze u tijelo te da povecaju izlucivanje tih molekula pomocu
bubrega i crijeva (Jayabalan i sur., 2007). Proces jakog vezanja izmedu molekula glukuronske
kiseline i toksina je poznata kao glukuronidacija. Glukuronska kiselina nastaje procesom
oksidacije glukoze prilikom fermentacije (Vijayaraghavan i sur., 2000). Ova kiselina je
najznacajniji detoksikator u ljudskom tijelu. Stoga ima svojstvo vezati se na toksine u jetri i
potaknuti ih da se izluCuju iz tijela (Nguyen i sur., 2014). Slicno glukuronskoj kiselini,
jabuéna kiselina je takoder nusprodukt fermentacije koja pomaze u detoksifikaciji jetre
(Srihari 1 Satyanarayana, 2012). Osim potpomaganja detoksifikacije jetre, konzumacija Caja
od kombuche takoder pomaze pri izlu¢ivanju teSkih metala i okoli$nih zagadivaca iz ljudskog
tijela kroz bubrege (Teoh i sur., 2004). Takoder je korisna u biotransformaciji tjelesnih
metabolita kao Sto su bilirubin i suviSak steroidnih hormona (Srihari i Satyanarayana, 2012).
Poznato je da uklanjanje toksina ¢ajem od kombuche pomaze kod olakSanja oboljelima od
gihta, reumatizma, artritisa i bubreznih kamenaca, a to su stanja povezana s akumulacijom

toksi¢nih tvari u tijelu (Dufresne i Farnworth, 2000).

2.3.5. Antioksidacijska aktivnost
Popularna definicija antioksidansa je da je to tvar koja je prisutna pri niskim koncentracijama

u usporedbi s oksidiraju¢im supstratom, a znacajno usporava ili inhibira oksidaciju supstrata



(Shebis i sur., 2013). Ova bioaktivnost bi se mogla pojasniti kao (1) mijenjanje svojstva
molekula, (2) vezanje prooksidativnih metala te (3) inhibicija prooksidativnih enzima. Mnoga
istrazivanja su dokazala ucinak tih antioksidativnih svojstava na mnoge ljudske bolesti poput
raka i dijabetesa (Chu i Chen, 2006). Glavni mehanizam djelovanja antioksidansa u uvjetima
takvih bolesti je uklanjanje posrednika slobodnih radikala, a ti slobodni radikali se stvaraju u
reakcijama oksidacije koje se dogadaju diljem ljudskog tijela. Slobodni radikali mogu
zapoceti viSe lancanih reakcija koje ¢e naposljetku dovesti do oStecenja ili smrti pogodene
stanice (Shebis 1 sur., 2013). Kada antiokidans dode u kontakt sa slobodnim radikalima, oni se
mogu oksidirati te inhibirati ostale reakcije oksidacije koje dovode do Stetnih lancanih
reakcija. Oksidativni stres koji uzrokuju slobodni radikali imaju vaznu ulogu u mnogim
bolestima ljudi kao Sto su Parkinsonova bolest, bolesti srca i zila, raka zbog nedostatka
odgovaraju¢e prehrane i tjelovjezbe, zagadenja zraka u okolini te puSenje (Srihari i
Satyanarayana, 2012). Kao protuteza oksidativnom stresu koji uzrokuju slobodni radikali,
vazno je uklopiti hranu koja sadrzi antioksidanse u dnevnu prehranu (Shebis i sur., 2013).

Tijekom fermentacije kombuche, iz listova ¢aja se otpuStaju mnogi spojevi sa svojstvom
uklanjanja radikala (Malbas$a i sur., 2011). Polifenoli i katehini su glavna skupina spojeva koji
su pronadeni u ¢aju, a pripadaju skupini flavanola (Battikh i sur, 2013; MalbaSa i sur., 2011,
Koo i Cho, 2004). Smatra se da polifenoli imaju Siroki raspon antioksidativnih svojstava jer
imaju svojstvo uklanjanja slobodnih radikala i reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) (Srihari i
Satyanarayana, 2012). Polifenoli ¢ine oko 30 % ukupne mase suhe tvari svjeZzih listova Caja te
su epigalokatehin, epigalokatehin-3-galat i epikatehin naj¢es¢i tipovi polifenola pronadeni u
listovima caja (Jayabalan i sur., 2008). Pokazalo se da ¢aj od kombuche, pripremljen
koriStenjem zelenog Caja, crnog Caja te otpadnog materijala Caja, ima veliku sposobnost
uklanjanja radikala (Jayabalan i sur., 2008). Kada su kompleksni fenolni spojevi prisutni u
kiselom okolisu ili kada su prisutni enzimi oslobodeni s bakterija i kvasaca u ¢ajnim gljivama,
dogada se degradacija kompleksnih molekula do malih molekula §to uzrokuje povecani broj
dostupnih fenolnih spojeva u bujonu ¢aja od kombuche (Srihari i Satyanarayana, 2012). Stoga,
kada se dogada fermentacija, ukupna koli¢ina fenola se poveca (Srihari 1 Satyanarayana,
2012). Proizvodnja spojeva koji posjeduju svojstvo uklanjanja radikala ovisi o duZini
fermentacije te podrijetlu starter kultura koje ¢e proizvoditi metabolite (Chu i Chen, 2006).
Medutim, produZena fermentacija nije prikladna jer nakupljanje organskih aminokiselina
moze imati Stetan ucinak kada se ¢aj od kombuche duze vrijeme konzumira (Srihari i

Satyanarayana, 2012).
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2.4. BAKTERIJSKA NANOCELULOZA (BNC)

Celuloza je najraSireniji, jeftin i lako dostupan ugljikohidratni polimer u svijetu, tradicionalno
izoliran iz biljaka ili njihovog otpada. Ovaj polimer u ¢ijoj su strukturi sastavni dijelovi
hemiceluloza i lignin, mora se podvrgnuti kemijskim procesima hidrolize s jakim luZzinama i
kiselinama da bi se dobio Cisti proizvod (Sun, 2008). Zbog povecanja potraznje za derivatima
biljne celuloze povecana je i potrosnja drva kao sirovine, §to je rezultiralo kréenjem Suma i
postalo globalni okolisni problem (Park i sur., 2010).

lako su do sada biljke bile glavni izvor celuloze, razne bakterije proizvode celulozu koja moze
biti alternativa biljnoj celulozi. S obzirom na prirodu strukture koja se sastoji samo od
monomera glukoze, bakterijska celuloza ima brojna izvrsna svojstva kao Sto su jedinstvena
nanostruktura (Chen i sur., 2010), visoki kapacitet zadrzavanja vode (Saibuatong i
Phisalaphong, 2010), visoki stupanj polimerizacije (Dahman i sur., 2010), velika mehanicka
¢vrstoca (Castro 1 sur., 2011) 1 velika kristalini¢nost (Keshk, 2014). Otkri¢a iz prethodnih
istrazivanja su jasno pokazala da bakterijska celuloza i njezine preradevine imaju ogromni
potencijal i obecavajucu buduénost u raznim podrucjima poput biomedicinskoj, elektronickoj
i prehrambenoj industriji (Shah i sur., 2013; Zhu i sur., 2010).

Bakterijsku celulozu proizvode bakterije octene kiseline i u kemijski definiranim i u
kompleksnim podlogama putem oksidativnih vrenja. Taj nefotosintetski organizam moze
metabolizirati glukozu, Secer, glicerol ili neke druge organske supstrate i pretvoriti ih u ¢istu
celulozu (Son i sur., 2001).

Gluconacetobacter xylinus (prije Acetobacter xylinum) je najviSe prou¢avana bakterija octene
kiseline jer je znanstveno dokazano da je najucinkovitiji producent bakterijske celuloze (EI-
Saied i sur., 2004), a moze asimilirati razliCite Secere i sintetizirati velike koli¢ine celuloze u
tekucoj podlozi (Moosavi-Nasab i Yousefi, 2011; Sani i Dalman, 2010). Ova aerobna gram-
negativna bakterija aktivno raste pri pH 3-7 i temperaturi od 25 do 30°C, koristeci
ugljikohidrate kao izvore ugljika (Castro i sur., 2011). Rivas i sur. (2004) su izvijestili da se
gotovo 30 % cijene bakterijske fermentacije odnosi na trosSkove hranjivih podloga za uzgoj.
Zbog visokih troSkova fermentacije i niskih prinosa, industrijska proizvodnja bakterijske
celuloze i1 njena komercijalna primjena joS je vrlo ograni¢ena. Stoga je vazno traziti novi
ekonomic¢ni izvor ugljika s kra¢im postupkom fermentacije za visok prinos bakterijske
celuloze.

Za razliku od biljne celuloze, celuloza proizvedena bakterijama iz roda Gluconacetobacter

liSena je drugih kontaminirajucih polisaharida i njezino izoliranje i pro¢is§¢avanje su relativno
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jednostavni, te ne zahtijevaju energetski ili kemijski intenzivni proces. Nadalje, ekoloski
problemi zbog nusproizvoda nakon dobivanja drvne celuloze daju dodatni poticaj za
proucavanje neistrazenih izvora celuloze (Colvin, 1980). Ne postoji niti jedan sustav koji je
nastao kao idealni sustav za proucavanje biosinteze celuloze. Vrlo malo rodova bakterija
mozZe sintetizirati celulozu, ali gram-negativna bakterija Gluconacetobacter xylinus (prije
poznata kao Acetobacter xylinum) izlucuje velike koli¢ine celuloze u obliku mikrovlakna iz
reda sintetskih mjesta duz uzduzne osi stanice (Tanaka i sur., 2000). Sintetizirana

mikrovlakna se spajaju pri ¢emu nastaje struktura umrezenih celuloznih vlakana (slika 2).
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Slika 2. SEM fotografija uzorka BNC koja prikazuje povezanu 3-D mrezu celuloznih vlakana
(Torres i sur., 2012)

2.4.1. Sinteza i struktura BNC

Struktura bakterijske celuloze sastoji od vlakana gradenih od [B-1,4-glukanskih lanaca,
jedinstvene molekulske formule kao i celuloza biljnog podrijetla, (CéH10Os)n. Glukanski lanci
povezani su vanjskim i unutarnjim vodikovim vezama (slika 3). Mikrovlakna bakterijske
celuloze prvi je opisao Muhlethaler (1949), koji je uocio da su oko 100 puta manja od vlakana
iz biljne celuloze (Gayathry i Gopalaswamy, 2014; Chawla i sur., 2009).
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Slika 3. Vanjske i unutarnje vodikove veze u BNC (Pecoraro i sur., 2008)

Stanice G. xylinus imaju 100 ili viSe pora u strukturi staniéne membrane za ekstruziju
celuloznih nanofibrila. Kroz svaku se poru izlucuje lanac celuloznog nanofibrila koji se
grupira s drugih 36 lanaca koji zajedno formiraju osnovni fibril promjera oko 3,5 nm. Oko 46
susjednih fibrila veZu se vodikovim vezama u snopove Sirine od 40 do 60 nm (slika 4a), koji
se medusobno isprepli¢u i stvaraju mrezu fibrila (slika 4b i c). Ovako isprepleteni snopovi
fibrila formiraju gelu sli¢an pokrov na povrsini tekuée podloge (pelikulu) koja sadrzi bakterije
octene kiseline (slika 4d), debljine od 1 do 2 cm (slika 4e), Sto ovisi 0 duzini fermentacije

kombucha napitka (Pecoraro i sur., 2008).

Slika 4. a) TEM snimka BNC fibrila Sirine oko 60 nm; b) strelica pokazuje mjesto gdje se
fibrili po¢inju zamotavati; ¢, d) SEM snimka stanice bakterije G. xylinus koja je proizvodaé
nanoceluloznih fibrila. Mjesto izmedu dvije crvene strelice predstavlja Sirinu fibrila; e)

pelikula BNC uzgojene u statickoj kulturi (Pecoraro i sur., 2008)
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Vlaknasta mreza bakterijske celuloze se sastoji od trodimenzionalnih, strukturno vrlo
uredenih nanovlakana, §to rezultira stvaranjem hidrogela velike povrSine i poroznosti. G.
xylinus proizvodi celulozu I (vrpcama sli¢an polimer) i celulozu II (termodinamicki stabilan
polimer) kao $to je prikazano na slici 5 (Chawla i sur., 2009). Tijekom procesa sinteze,
protovlakna glukoznog lanca se izluCuju kroz bakterijsku stani¢nu stijenku i medusobno
formiraju nano vlaknaste celulozne vrpce. Ove vrpce grade mrezno oblikovanu strukturu
BNC koju ¢ini vrlo porozni matriks (Dahman, 2009). Ovako sintetizirana celuloza ima vrlo
veliki broj hidroksilnih grupa ¢ime se objaSnjava njena hidrofilnost, razgradljivost i veliki

kapacitet za kemijske modifikacije (Klemm i sur., 2005).
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Slika 5. Sinteza celuloznih mikrofibrila s bakterijom G. xylinum (Chawla i sur., 2009)

2.4.2. Sinteza BNC

Biofilm moze biti opisan kao zdruzena kultura stanica ugradenih u ekstracelularni matriks
koji prolazi kroz razvojne stadije Sto rezultira predvidljivim “Zivotnim ciklusom”
(McDougald i sur., 2012). Potreba za bakterijama da se promijene iz planktonskog u oblik
biofilma je odgovor na njihov kemijski i fizicki okolis. Ekstracelularni matriks biofilma pruza
zastitu bakterijskim stanicama u teSkim uvjetima. On sluzi kao potpora kako ne bi doslo do
ispiranja stanica zbog toka tekucine, a vezanjem za podlogu, on Stiti stanice protiv
antimikrobnih spojeva ograni¢avaju¢i difuziju tih spojeva i povecavajuéi gustocu stanica te
povecavajuci faktore za antibioticku rezistenciju, kao u slucaju izmjene eDNA (plazmida) i
DNA putem konjugacije. Ekstracelularni matriks biofilma koji proizvode bakterije, sastavljen
je od proteina, egzopolisaharida (EPS) te ekstracelularne DNA. Poli-N-acetilglukozamin
(PAG) i BNC su glavne komponente frakcije EPS i posebice BNC, koji je prvi identificiran
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kao sastavni dio matriksa biofilma kod gram-negativnih bakterija 2001. godine (Rabin i sur.,
2015; Zogaj i sur., 2001).

Biofilm se sintetizira sloj po sloj na povrSini tekuéine u razli¢itim oblicima i debljinama.
Tijekom fermentacije, biofilm izgleda kao jako tanak sloj koji se svakodnevno sintetizira i
dobiva na volumenu i debljini, ovisno o duZini fermentacije. Prilikom uznemiravanja
tekucine, biofilm biva uniSten, ali se i dalje sintetizira nakon nekoliko dana. Medutim, s
obzirom da se fermentacija uglavnom provodi s BNC iz prijasnje fermentacije kojoj nije u
potpunosti poznat sastav simbiotske starter kulture, ¢esto se mogu primijetiti odstupanja od
izgleda novo sintetizirane BNC (Giudici i sur., 2009; Gullo i Giudici, 2008). Nadalje, Sirok
spektar okoliSnih ¢imbenika ukljucujuci koncentraciju kisika, nutrijenata ili toksi¢nih spojeva,
kao i mehanicki stresovi mogu rezultirati makroskopskim promjenama oblika i teksture BNC
(Gullo i sur., 2016). Biofilm na povrsini hranjive podloge se moze smatrati kompleksom
hidrogela zivih i mrtvih stanica bakterija octene kiseline ugradenih u ekstracelularni matriks
(slika 6).

nakupljanja octene kiseline, (ii) odrZati optimalne osmotske uvjete i razine izvora ugljika
potrebnih za rast i1 prezivljavanje, 1 (iii) odgovarati na vanjske mehanicke stresove. S jedne
strane, 3D mreza snopova BNC moZe razdvojiti majc¢insku teku¢inu u mikrookoliSima koji
okruzuju zivuce stanice, djeluju¢i kao selektivna fizicka barijera koja kontrolira transfer
topljive supstancije ograni¢en difuzijom izmedu biofilma i glavnine tekuce podloge. Obi¢no
se smatralo da se formiraju¢i biofilm sintetizira na dodirnoj povrsini zraka i tekuéine.
Medutim, kao Sto pokazuje dugotrajno iskustvo u laboratorijskim uvjetima, mjesto stvaranja
biofilma nije slobodna povrsina teku¢eg medija, nego uronjeni sloj blizu slobodne povrsine
jer meduprostorne Supljine 1 pore u tekucini koje odvajaju mikrokolonije su preferirana mjesta

za proizvodnju BNC.
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Slika 6. Struktura biofilma bakterija octene kiseline. Gornja strana u centimetrima (cm):
stvaranje BNC biofilma se dogada na donjoj povrsini zbog dostupnosti izolata i difuzije kisika
kroz matriks. U gornjem sloju, rast stanica je ograni¢en zbog isparavanja i niske dostupnosti
izolata; donja strana u mikronima (um): stvaranje BNC biofilma u ranoj fazi, uz dostupnost

kisika i izolata (Gullo i sur., 2016)

Gullo i sur. (2017) su istrazivali optimalne uvjete za proizvodnju BNC, uz visoki prinos s
bakterijom G. xylinus UMCC2756. U statickim uvjetima, dobivena je dobro strukturirana i
debela pelikula koja je sadrzavala samo la celulozu. Biofilm se razvio kroz nekoliko faza
ukljucujuéi tranziciju iz pojedinacnih stanica rasprSenih u glavnini tekuéine do zrelog
biofilma (Gullo i sur., 2017). Makroskopska promatranja sloja sa¢injenog od Ciste kulture G.
xylinus jasno pokazuju da je uronjeni sloj filamentozan (slika 7) dok mikroskopska
promatranja takvog biofilma pokazuju da je broj zivih stanica veci u usporedbi s gornjom

povrsinom.
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Slika 7. Razli¢ite morfologije biofilma i bakterijske celuloze kod bakterija octene kiseline:
BNC proizvedena s G. xylinus UMCC2756 kao viSeslojni biofilm u stati¢nim uvjetima rasta
(@); BNC proizvedena s G. xylinus UMCC2756 kao sfere u uznemirenim uvjetima rasta (b);
tanak biofilm proizveden tijekom fermentacije vinskog octa (c); filamentozni rast biofilma s

visoko produciraju¢éem BNC izolatom u stati¢nim uvjetima rasta (d) (Gullo i sur., 2016)

Tlak kisika u plinovitoj fazi je od 10 i 15 %, ovisno o atmosferskim uvjetima, ima ulogu u
povecanju proizvodnje i prinosa BNC (Watanabe i Yamanaka, 1995). Medutim, bez obzira na
efektivnu koncentraciju Kisika unutar biofilma, velika prepreka rastu Zivih stanica na gornjem
sloju je slaba dostupnost nutrijenata radi ograni¢enog prijenosa mase iz glavnine tekucine
kroz BNC matriks, posebice kod otopljenih tvari velike molarne mase poput Secera. Zbog
niske propusnosti topljivih tvari i dostupnosti vode, optimalni uvjeti rasta se povecavaju od
povrsine biofilma prema filamentoznim i uronjenim slojevima biofilma. Svi ti dokazi su
takoder potkrijepljeni s nekoliko istrazivanja u vezi ucinka povrSinske dehidratacije na
izolaciju i odrzavanje zivih stanica bakterija octene kiseline u kulturi medija. Doista,
kultivacija sporo rastu¢ih bakterija je bila unaprijedena razvijanjem i optimiziranjem
dvostrukog agaroznog medija i polukrutog medija u kojem preferencijalno rastu stanice
unutar prostora pri visokoj relativnoj vlaznosti. Umjesto toga, bilo je dokazano da je rast
odredenih bakterija octene kiseline koje mogu sintetizirati biofilm u agaroznoj hranjivoj
podlozi jako inhibiran posebice kada je uzgoj proveden bez kontrole relativne vlaznosti
(Mamlouk i Gullo, 2013).

2.5. BAKTERIJE OCTENE KISELINE | GLAVNE POTESKOCE U PROCESU
PROIZVODNJE BNC

Iz literature proizlazi da treba prevladati nekoliko uskih grla kako bi se efikasno preslo s
laboratorijskog na industrijski soj. Dostupnost visoko produktivnih sojeva, ugljikovi supstrati

kao starter materijali te optimizacija metoda kulture ¢ini se da su glavni uvjeti za efikasnu
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BNC sintezu (Gullo 1 sur., 2017). Nekoliko istrazivanja je bilo usredoto¢eno na
karakterizaciju izdrzljivih sojeva bakterija octene kiseline koji pokazuju prikladna tehnoloska
svojstva za proizvodnju BNC, medutim, vecina njih je dobro istrazena u laboratorijskom
mijerilu, ali nisu nikad testirana u industrijskom mijerilu.

Kako bi se smanjila cijena proizvodnje BNC, testirane su razliCite strategije za minimiziranje
troSkova 1 koristenje otpadnih produkata kao izvora ugljika. Visoka produktivnost BNC je
dobivena koristenjem melase iz kukuruzne mocevine (CSL) dodane s limunskom kiselinom u
kulturu G. xylinus BNCR5. Voce slabije kvalitete, koje se ne moze prodati na trznici, se
takoder smatra potencijalno obnovljivom sirovinom za proizvodnju BNC. Trenutno, iako se
koriStenje jeftinih sirovina kao izvora ugljika ¢ini primamljivo, treba biti pazljivo procijenjeno
ne samo za prinos proizvedene BNC nego i za upstream i downstream procese nuzne za
uklanjanje inhibitora mikroba, kontaminanata i boje.

Najvise istrazivane metode za proizvodnju BNC ukljucuju uvjete statiCnosti 1 uronjenosti u
kojima mogu biti dobiveni jednoliki glatki gelovi odnosno sfere (Ul-Islam i sur., 2017).
Medutim, potreba za prilagodenim bioreaktorima za proizvodnju BNC je jos uvijek otvoreno

pitanje kako bi se povecao prinos BNC za odredenu primjenu.

2.6. UZAJAMNO DJELOVANIJE IZMEDU SVOJSTAVA I NATIVNE STRUKTURE BNC
Neovisno o prirodnom izvoru, uobic¢ajena primarna struktura bakterijske celuloze se sastoji od
dugog lanca B-1,4- D-glukanskih lanaca koji se razvijaju od nano- do makroskopske skale u
3D mrezi, dosezu¢i stupanj polimerizacije do 20 000 (Habibi 1 sur., 2010). Takve veze daju
produzenu sekundarnu strukturu sa specificnom masnolikom konformacijom. Tercijarna
struktura je rezultat intermolekulskih vodikovih veza i van der Waalsovih sila: svi -1,4-D-
glukanski lanci poprime C; konformaciju stolice, stabilizirajuéi cijelu strukturu kroz mrezu
intramolekulskih vodikovih veza sa¢injenih od hidroksila i kisika u prstenu medu glukoznim
ostacima. Svaka ponavljaju¢a jedinica ima kemijsku asimetriju usmjerenu ovisno o njenoj
molekularnoj osi (hemiacetalnoj jedinici i hidroksilnoj grupi). Usmjerenost molekule
podupire paralelnu strukturu nativne BNC (Koyama i sur., 1997).

Sva svojstva BNC strogo ovise o specifi¢nim karakteristikama arhitekture od nano- do makro-
skale, Sto je povezano i s biosintezom unutar stanice i izvanstani¢nim samosastavljaju¢im
mehanizmima. Opcéenito je prihvaceno da se BNC sintetizira unutar bakterijske stanice kao
pojedinacne molekule, koje prolaze vrtnju po hijerarhijskom redoslijedu na bakterijskim

mjestima za biosintezu. BNC molekule su poredane po strani stani¢ne povrsine, zajedno prije

18



grupiranja, kako bi formirale ultra sitne snopove za ugradnju kristalini¢ne celuloze, imajuéi
samo ogranicen broj nedostataka ili amorfnih domena (Brown, 2004, 1996).

Prema Brown-u (1996), svaki mikrofibril je istisnut u specificnoj regiji vanjske membrane,
nazvanim terminalnim kompleksom (TC) koji se sastoji od tri podjedinice (BNC-
sintetiziraju¢ih mjesta), a svaka podjedinica sadrzi barem 16 CS katalitickih podjedinica.
Svaka kataliticka podjedinica proizvodi jedan -1,4-glukanski lanac, a 16 glukanskih lanaca
iz jednog BNC-sintetizirajuceg mjesta se spajaju kako bi tvorili protofibril od oko 2-20 nm u
promjeru. Protofibrili se spontano povezuju ¢ime tvore masnoliki mikrofibril od otprilike 80,4
nm u promjeru i kona¢no 3D hijerarhijsku mrezu snopova. Svi lanci BNC u jednom
mikrofibrilu mogu biti produZeni prakticki beskona¢no pomocéu CS kompleksa, dok
hijerarhijski redoslijed jako ovisi o polimerizaciji i kinetici okretanja glukanskih lanaca.
Medu najvise istrazivanim svojstvima BNC iz AAB su visok kapacitet zadrzavanja vode (vise
od 90 %), netopljivost u veéini otapala, visok stupanj polimerizacije (4 000 — 20 000
hidroglukoznih jedinica) (Gullo i sur., 2017) i visok stupanj kristalini¢nosti (80 — 90 %).

BNC derivati su bili istrazivani zbog njihovih reoloskih svojstava kao Sto su Youngov modul i
¢vrsto¢a popustanja mjerenih u tlacnim ili vu¢nim uvjetima te spremanje i gubitak modula
mjereni u vremenu i frekvenciji. Takva svojstva uglavnhom ovise o geometriji mikrofibrila u
nanometarskoj skali i o razini kristalini¢énosti BNC. Iguchi i sur. (2000) su otkrili da se AAB
biofilm ponasa jako razli¢ito od Ccistih hidrogelova. Kompleks intra- i intermolekulskih
vodikovih veza BNC odreduje relativno visoko elasticna svojstva biofilma, dok su njegova
viskozna svojstva odredena meduprostornim Supljinama i kanalima koji odvajaju
mikrokolonije koje sadrze tekucu fazu uglavnom sacinjenu od vode, a sluze kao strukturni
plastifikator (Iguchi i sur., 2000). Autori su primijetili da pod vuc¢nim stresom, AAB biofilm
pokazuje “elasti¢no” (trenutno reverzibilno) ponaSanje samo kod vrlo malih deformacija i u
vremenskom rasponu nakon kojeg slijedi “koelasti¢no” (reverzibilno ovisno o vremenu) i
“plasti¢no” (ireverzibilno zbog stresa) ponaSanje. Takva kompleksna ponaSanja su pripisana
¢injenici da fibrili reorijentiraju svoj kiralni redoslijed uzduz vlacnog optereéenja u smjeru u
kojem reorganiziraju svoju poziciju, dok trenje uslijed klizanja vlakna uz vlakno moZe dovesti
do ireverzibilnog procesa gubitka energije. Kada je stisnut, hidrogel iz AAB otpusta svoj
sadrzaj vode deformiraju¢i se s velikom kruto$¢u, ali bez pucanja strukture i Sirenja.
Otpustanje vode je glavni dogadaj koji uzrokuje plasti¢cnu deformaciju (Frensemeier i sur.,
2010). Reoloska svojstva BNC hidrogela proizvedenih s G. xylinus su istrazena pod

jednoosnim rotirajuéim uvjetima (Gao i sur., 2015). Zakljucili su da su stvaranje mreze i
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preraspodjela kod fragmenata BNC vlakna glavni razlozi koji uzrokuju ireverzibilnu
deformaciju pod uvjetima punjenja, rastere¢enja i ponovnog punjenja.

Iguchi i sur. (2000) su istrazivali BNC slojeve dobivene iz AAB biofilmova nakon tretiranja
toplinom i pritiskom. ZabiljeZili su jako visoke Youngove module od oko 16 — 18 GPa.
Autori su primjetili da se mikrofibrili usko medusobno vezu zbog interfibrilnih vodikovih
veza i poredaju se u hrpu tankih slojeva s jako velikom gusto¢om. I vla¢na cvrstoca i
produzenje su se smanjili s promjenom pritiska tijekom pripremanja filma. Zakljuceno je da je
nastanak mikropora najvjerojatniji uzrok smanjenja mehanicke ¢vrsto¢e BNC filma. Kroz
korake purifikacije, isti autori su unaprijedili mehani¢ku ¢vrsto¢u BNC listova dosegnuvsi 30
GPa za Youngov modul i izvrsne akusticne karakteristike, predlozili su njihovo koriStenje u
proizvodnji akusti¢nih dijafragmi visoke kvalitete. Kod BNC filmova su takoder istrazivana
njihova osnovna reoloska svojstva u eksperimentima s dinami¢kom oscilacijom u ovisnosti o
temperaturi ili relativnoj vlaznosti. Dinamicki modul se smanjio sa 15 na 9 GPa s porastom
temperature, dok je tand, tj. omjer izmedu modula gubitka i modula skladistenja pokazao dva
maksimuma na oko 50 i 230 °C koji su pripisani desorpciji vode odnosno degradaciji BNC
(Iguchi 1 sur., 2000). Termomehani¢ko ponasanje BNC filmova proizvedenih pomoc¢u K.
xylinus (UMCC2756) soja je takoder bilo istrazeno (Gullo i sur., 2017). Autori su otkrili da
ovaj soj moze proizvesti jedinstveni biofilm koji sadrzi alomorf la kao jedini kristalni oblik
celuloze i velike koli¢ine vode koja se moze smrznuti (otprilike 12,9 % po tezini).
Plastizirajuci u¢inak absorbirane vode je rezultirao krizanjem modula spremanja na 0 °C.
Shaw i sur. (2004) su pokusali istraziti reoloSko ponasanje podupiru¢i BNC funkcionalnost za
okoli$ 1 njeno svojstvo da odrzava bakterijski biofilm u stabilnim uvjetima homeostatskog
rasta. Svi bakterijski biofilmovi se ponasaju kao elasti¢ni/visokoelasti¢ni/plasti¢ni polimerni
materijal, tj. pokazuju elasti¢ni ¢vrstoliki odgovor na kratkotrajne mehanicke stimulanse (stres
ili deformacija), sposobnost obnavljanja strukture u uvjetima stimulansa osrednjeg
vremenskog trajanja, kao i plasti¢ni odgovor u slucaju stimulansa dugog vijeka trajanja. Ovo
kompleksno ponaSanje strukture bi moglo pruziti vaznu informaciju u objasSnjavanju
otpornosti biofilma naspram razli¢itim okoliSnim mehanickim stresovima. Elasti¢ni strukturni
elementi absorbiraju energiju stresa brzim mehani¢kim poticajima. Viskoelasti¢ni strukturni
elementi absorbiraju energiju stresa putem vremenski ovisnih i reverzibilnih deformacija.
Plasti¢na svojstva opuStaju unutra$nji strukturni stres putem nereverzibilnih deformacija
stabilnih stanja brzinom koja treba vrlo dugo vrijeme da dosegne novu strukturnu ravnotezu.

Vrijeme relaksacije bakterijskog biofilma, tj. vrijeme potrebno da deformacija u potpunosti
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otkloni pocetnu reverzibilnu deformaciju je procijenjeno na otprilike 18 minuta za niz
bakterija. Moguce znaCenje ovog karakteristicnog vremenskog perioda u pogledu
prezivljavanja je da je to najkraéi period u kojem bakterijski biofilm moze izvesti fenotipski

odgovor na okolisne prolazne mehanicke stimulanse (Shaw i sur., 2004).

2.7. MEHANIZAM AKTIVNOSTI CELULOZA SINTAZE

Biosinteza BNC je jako kompleksan i dobro strukturiran mehanizam, odraZavajuéi niz
reakcija koje dovode do njegove sinteze. Na slici 8 je prikazan CS kompleks kao Sto je opisan
u sojevima roda Komagataeibacter. On ukljucuje niz podjedinica koji rade na uskladeni nacin
koji sintetizira i izvozi B-glukanske lance u ekstracelularni prostor. CS koristi glukozne
monomere aktivirane s uridin-difosfatom (UDP-glukozom) kao prekursorom i regulirana je s
bis-3’,5’-ciklickim-dimernim-gvanozin monofosfatom (c-di-GMP), kljuénim posrednikom
ciklusa regulacije sinteze BNC (Ross i sur., 1991).

Kataliticka podjedinica CS je B-galaktoziltransferaza nazvana BNC sintaza A (BNCsA) i
pripada obitelji glikozil-transferaza 2 (GT-2) (Saxena i Brown, 1995). To je protein ugraden u
membranu s osam transmembranskih a-heliksa (TM 1-8). BNCsA C-terminal sadrZi citosolnu
domenu nazvanu PilZ, odgovornu za vezanje c-di-GMP (Ross i sur., 1991). TM heliksi 3-8
tvore membranski kanal kroz citoplazminu membranu koja se koristi za translokaciju
glukanskih lanaca u periplazmatski prostor tijekom elongacije stanice (Morgan i sur., 2013).
Kataliticka podjedinica je GT-A domena umetnuta izmedu TM-4 i TM-5 (Lairson i sur.,
2008). Predlozeni mehanizam reakcije adicije monomera UDP-glukoze je klasi¢na SNo-lika
reakcija supstitucije, u kojoj C-4 hidroksilna grupa rastué¢eg lanca glukana (aceptora) veze
anomerni C-1 ugljik UDP-glukoze (donor). Ova reakcija je olakSana bivalentnim metalnim
ionima (Mn." i Mgz") (Brown i sur., 2012).
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UDP-Glucose

c-di-GMP + 2PPi  2GTP

Slika 8. Celuloza sintaza kompleks u Komagataeibacter. Izvana prema unutra: OM, vanjska

membrana; CW, stani¢na stijenka; CM, citoplazmina membrana (Brown, 2004)

2.8. INDUSTRIJSKA PROIZVODNJA BNC

BNC posjeduje vecu povrsinu od biljne celuloze i1 jako je savitljiv materijal. Takoder,
odredeni tipovi umjetno obloZenih nanocestica, ukljuc¢uju¢i metale, od velikog su zanimanja
kako bi se dizajnirale AAB celuloze sa skrojenom nanostrukturom i funkcionalnim
svojstvima.

Nativha BNC ne treba nikakve korake procis¢avanja koji bi mogli uzrokovati promjenu
njezinih strukturnih i fizikalno-kemijskih svojstava. 1z ovog preduvjeta je jasno da to moze
biti prikladno za niz biomedicinskih primjena. Vecina od njih su one koje tek nastaju, takoder
zahvaljujuéi napretku u tkivnom inzenjerstvu i regenerativnoj medicini. BNC se koristi za
umjetnu kozu, umjetne krvne Zile te hemostatske materijale. Jedna od najvaznijih upotreba
BNC u biomedicinskom polju je za lijeCenje rana nosa¢ima (Picheth 1 sur., 2017). Mnogi
nosaci na bazi BNC je odobrila Food and Drug Administration (FDA) zbog njihove visoke
Cisto¢e u smislu malog udjela proteina i endotoksi¢nih jedinica (Petersen i Gatenholm, 2011).
Tijekom posljednjih godina, mnogi proizvodaci (poput Biofill®, Gengifill®, Bionext® i
Xcell®) su razvili biouredaje od BNC koja moze biti koristena u $irokom rasponu primjena u

regenerativnoj medicini. Ti uredaji su karakterizirani razli¢itim ucincima kao S$to su
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ublazavanje boli, brza regeneracija koZe i smanjenje upalnog odgovora (Rajwadee i sur.,
2015). Nadalje, BNC se takoder primjenjuje u pristupima dostave lijekova u kojima se mogu
koristiti modificirane varijante BNC-a. Takve modifikacije mogu poboljsati svojstva nosaca
na bazi BNC. Kod BNC hidrogelova kombiniranih s karboksimetil celulozom (CMC) i
natrijevim ibuprofenom kao modelom za lijek, pokazano je da CMC utjeCe na oteklinu i
otpustanje lijekova, sugeriraju¢i da BNC-CMC hidrogelovi mogu biti iskoriSteni u
kontroliranim dostavama lijekova (Pavaloiu i sur., 2014).

Zahvaljujuci stabiliziraju¢im uéincima emulzije ulje-voda niske toksi¢nosti te sposobnosti da
se navlazi koza bez potrebe za sufraktantima, BNC se opsezno koristi u kozmetici za kreme
za lice 1 kao prah u ¢iS¢enju lica zajedno s ostalim prirodnim materijalima (poput maslinovog
ulja, vitamina C, ekstrakta Aloe vera i zelatinozne rize u prahu).

Primjena BNC je u nastajanju u kozmetici, proizvodnji kontaktnih le¢a zbog njezine
prozirnosti, propusnosti svjetlosti i permeabilnosti za tekucine i plinove. Kontaktne lece
proizvedene iz BNC mogu biti koristene u lijekovima za lije¢enje roznice (Ullah i sur., 2016).
BNC takoder igra klju¢nu ulogu u prehrambenoj industriji. Kao dijetalno vlakno, BNC je,
prema FDA prepoznata kao sigurna (GRAS) (Shi i sur., 2014). Sposobnost da se dobiju okusi
i boje ¢ine BNC prikladnim pomoc¢nim sredstvom za hranu i pi¢a. Nadalje, kao aditiv hrani,
koristi se diljem svijeta zbog svojih geliraju¢ih 1 uguscavajucih svojstava. Najces¢i BNC
derivati koriSteni u hrani su CMC i hidroksipropil metilceluloza zbog svojih svojstava koje
stabiliziraju strukturu. Tradicionalno, BNC se javlja u proizvodnji “nata de coco” i Caja od
kombuche. “Nata de coco” je filipinski desert proizveden iz fermentirane kokosove vode.
Dobivena BNC je nasjeckana na male komadice i uronjena u sirup od Secera (Iguchi i sur.,
2000), dok je ¢aj od kombuche pi¢e dobiveno iz zaSecerenog Caja u kojem zajedno kvasac i
AAB provode fermentaciju (Mamlouk i Gullo, 2013). Monascus-BNC kompleks, koji
kombinira ograni¢ene kalorije i visok udio vlakana s glijvama Monascus (zdravi nutrijenti), je
bio predlozen kao zamjena za meso ili morsku hranu u vegetarijanskoj prehrani (Ng i Shyu,
2004). Takoder, BNC se koristi u niskokalori¢noj prehrani, zahvaljujuéi lipidima seruma i
ucinku smanjivanja kolesterola (Chau i sur., 2008). U usporedbi s ostalim dijetalnim
vlaknima, BNC ima nekoliko vaznih prednosti: (i) izdvojivost iz biofilma bez kemijske
obrade; (i1) uvjeti biosinteze i rasta mogu biti prilagodeni skrojenoj strukturi 1 funkcionalnosti
direktno in situ i u procesu; i (iii) potpuna nerazgradivost u ljudskom intestinalnom traktu
(Pokalwar i sur., 2010). Nadalje, BNC sa svojom strukturom nalik na hidrogel bi mogla biti

novi materijal za salate i1 niskokalori¢ne deserte. Gel je sam po sebi pretvrd za gristi, ali
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postane jestiv nakon obrade sa Se¢ernim alkoholom ili s alginatom i kalcijevim kloridom, s
ciljem imobilizacije vode u Zelatinoznoj BNC (Keshk, 2014). U proizvodnji visoko kvalitetne
hrane je potrebna nova tehnologija bazirana na upotrebi enzima. U proslim desetlje¢ima BNC
je takoder bila procijenjena kao sposobna za imobilizaciju enzima poput lakaza. Lakaze su
enzimi koji se koriste za poboljSanje organoleptickih svojstava kao $to su boja i okus pica i
ulja. Oni takoder mogu poboljSati kvalitetu umaka, koncentrata i juha procesom
deoksigenacije (Osma i sur., 2010). Modificirana BNC se takoder opsezno koristi u pakiranju
hrane kako bi se povecala sigurnost i produzio rok trajanja. Antimikrobni uc¢inak je uocen
dodavanjem sorbinske kiseline u jedno- i viSeslojnoj BNC protiv E. coli (K12-MG1655) (Jipa
i sur., 2012). Konacno, dokazana je primjena BNC u uklanjanju teskih metala poput Zive i
arsena. Adsorpcija zive je brzo zavrsila bez ucinka na brzinu adsorpcije kroz duze vrijeme,

dok je za arsen primijecena brza adsorpcija pri alkalnom rasponu pH (Gupta i Diwan, 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. TUEK ISTRAZIVANJA

Cjelokupni tijek istraZivanja prikazan je na slici 9.

uzgoj "majcinske Kulture"
kombuche
- zeleni ¢aj, 80 g L saharoze
- 8 dana/28 °C

sok od borovnice
40; 60; 80; 100; 120 g L saharoze
- nacjepljivanje kombuche (15 % tei/vol)

analize BNC
- odredivanje prinosa BNC

- kapacitet zadrZavanja i otpustanja
vode (WHC i WRR)

- odredivanje kristaliniénosti BNC
- odredivanje morfologije BNC (SEM)
- FI-IR spektroskopska analiza

- odredivanje anitmikrobne aktivnosti
kombucha soka

J

fermentacija (21 dan)
- inkubacija na 24 °C
- tegle (1500 mL) prekrivene gazom

|

analize fermentiranog soka
- pH vrijednost
- koncentracija octene kiseline (g L")
-koncentracija glukonske kiseline (2 L")
- koncentracija mlijeéne kiseline (g L)
- koncentracija glukuronske kiseline (g L")
- koncentracija EtOH (% vol)

J

Slika 9. Shematski dijagram tijeka cjelokupnog istrazivanja



3.2. MATERUALI | METODE RADA

3.2.1. Priprava kulture kombuche
Komercijalna starter kultura kombuche je pripravljena s ,,maj¢inskom tekué¢inom* u zelenom
¢aju uz dodatak 80 g L saharoze. Uzgoj je trajao 8 dana u asepti¢nim uvjetima pri 28 °C u

termostatu.

3.2.2. Vrsta hranjive podloge

Uzgojena kombucha nacijepljena je na sok od borovnice proizvoda¢a RAUCH Fruchtséfte
GmbH & Co OG, Langgasse 1 A-6830 Rankweil, Austria.

Sastav: sok vise vrsta voca od koncentriranog soka, minimum 50 % (jabuka, 5 % borovnica,
bazga bobice), voda, Secer, limunska kiselina, vitamin C.

Nutritivna vrijednost (100 mL):

energijska vrijednost 189 kJ/45 kcal
masti <0,5¢
ugljikohidrati 10,7 ¢

proteini <0,5¢g

sol <0,01 g

vitamin C 12 mg (15 % RDA)

Nacijepljeni uzorci su inkubirani na sobnoj temperaturi tijekom 21 dana, a supernatant je
svakih 24 sata izuziman za daljnja odredivanja. Kontrolni uzorak je bio sok koji nije bio

nacijepljen s kulturom kombuche.

3.2.3. Fermentacija i biosinteza BNC

Sok od borovnice (1000 mL) je preliven u sterilne staklene posude za ku¢nu uporabu (1500
mL), nakon Cega su uzorci inokulirani sa svjeZze uzgojenom kombucha kulturom (15 %
tez/vol). Nacijepljeni uzorci su inkubirani pri 24 °C (sobna temperatura) tijekom 21 dana,
nakon Cega je prevrela tekudina centrifugirana pri 2500 okr/min tijekom 10 minuta, a
supernatant je uporabljen za daljnja odredivanja. Kontrolni uzorak je bio neprevreli sok od

borovnice.

3.2.4. Odredivanje pH vrijednosti
Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 21 dana fermentacije. Mjerenja pH

vrijednosti su provedena nakon paZzljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub
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posuda, kako ne bi doslo do oSte¢enja nanocelulozne biomase koja pluta na povrsini uzorka.

Mjerenja su provedena pomoc¢u pH metra Hanna Industrial model HI 98103.

3.2.5. Odredivanje koncentracije octene kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog soka, 20 mL vode i
dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M
NaOH do prve pojave ljubi¢aste boje. Koncentracija octene kiseline (g L™?) izra¢unata je
prema izrazu:

m(CH3COOH) = V(NaOH) - f(NaOH) -V(uzorka) - 6 1)
gdje je:

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

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

Vuzorka = volumen uzorka (mL)

3.2.6. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 5 mL uzorka fermentiranog soka i dodano
nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do

prve pojave ljubi¢aste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (mg mL™) izra¢unata je

prema jednadzbi:
v (CsH1207) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 1,97) / Vuzorka @)
gdje je:

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

Vuzorka = volumen uzorka (mL)

3.2.7. Odredivanje koncentracije mlije¢ne Kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 5 mL uzorka fermentiranog soka i dodano
nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do
prve pojave ljubiGaste boje. Masena koncentracija mlijeéne kiseline (mg mL™) izradunata je
prema jednadzbi:

v (CH3CH(OH)COOH) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 90,08) / Vuzorka 3)
gdje je:

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

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

Vuzorka = volumen uzorka (mL)
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3.2.8. Odredivanje koncentracije glukuronske kiseline

Odredivanje koncentracije glukuronske kiseline u uzorcima provedeno je prema metodi Li i
sur. (2007). U kivetu je stavljeno 1 mL uzorka fermentiranog soka uz dodatak 0,4 mL vode.
Nakon toga je dodano 40 uL 4 M sulfaminske kiseline — K sulfamata i 2,4 mL koncentrirane
H>SO4. Kada je reakcijska smjesa postigla sobnu temperaturu, dodano je 100 uL otopine
karbazola (0,1 % teZz/vol karbazola u EtOH). Kiveta je stavljena vodenu kupelj (100 °C) na 20
minuta, nakon Cega je reakcijska smjesa ohladena u ledenoj kupelji na sobnu temperaturu.
Apsorbancija uzorka je mjerena na 525 nm, a rezultati, izrazeni u g L™ su ogitani iz bazdarnog
dijagrama pripravljenog sa standardnom glukuronskom kiselinom (koncentracija od 50 do
400 nM).

3.2.9. Odredivanje etanola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima caja tijekom previranja Secera do etanola i
biooksidacije etanola do octene kiseline je odredivan kemijskom metodom koja se zasniva na
oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom (K>Cr>07) u kiselom okolisu.

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL uzorka caja koji je razrijeden s
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos ¢aja 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 H2SO4. Destilat se preko hladila i lule uvodi u
otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u rashladenoj
vodi. Destilacija mora biti polagana i postupna i trajala je dok se sadrzaj u tikvici za
destilaciju nije smanjio na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao). Po
zavrSetku destilacije lula je isprana s nekoliko mlazova destilirane vode u istu Erlenmeyer
tikvicu u koju je uzorak predestiliran. Sadrzaj tikvice je promuckan, zacepljen gumenim
Cepom 1 ostavljen stajati 5 minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije
alkohola utroSen je jedan dio bikromata, dok je drugi dio ostao u suvisku. Zatim je sadrzaj
kvantitativno prebacen u Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200
mL destilirane vode radi razrjedenja 1 10 mL 20 %-tne otopine KI (radi odredivanja preostale
kolicine kalijevog bikromata) i ostavljeno zacepljeno 5 minuta.

Tada dolazi do oksido-redukcijskog procesa izmedu preostalog kalijevog bikromata i KI:

krom se iz Sesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz Kl se oksidira u elementarni jod,
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zbog Cega otopina dobije tamnu boju. Pritom se elementarni jod oslobada u koli¢ini
ekvivalentnoj kalijevom bikromatu.

Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata (Na>S20z), pri
¢emu dolazi do oksidoredukcije izmedu joda 1 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 izra¢unata prema jednadzbi:

etanol (vol %) = (10 - -5 - 2 &)

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

3.2.10. Izra¢unavanje debljine, mase i prinosa nanocelulozne biomase kombuche

Tijekom 21 dana fermentacije mjerena je debljina sintetizirane BNC (ravnalom) u
fermentiranom soku od borovnica. Nakon 21 dana fermentacije, plutajuci gelovi BNC, koji su
formirani na povrSini hranjivih podloga su pazljivo izvadeni iz staklenih posuda, oprani
demineraliziranom vodom i ostavljeni preko no¢i u 1 M NaOH na sobnoj temperaturi kako bi
se uklonile stanice mikroorganizama i sastojci podloga. Nakon toga su gelovi bakterijske
celuloze ispirani demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao
pocetnu vrijednost vode (Toda i sur., 1997). Oprani gelovi su uronjeni u 96 %-tni EtOH
tijekom 2 sata, izvagani da bi se izmjerila masa vlazne nanocelulozne biomase i nakon toga
stavljeni na suSenje u suhi sterilizator pri 50 °C / 4 sata. Izmjerena je masa nanocelulozne
biomase (g) prema sljedecoj formuli:

Meb (g) = Mot — M (5)
gdje je:

Mcp = masa (vlazne/suhe) nanocelulozne biomase (g)

Myt = masa (vlazne/suhe) biomase na kraju fermentacije (g)

m;i = masa inokuluma (g)

Prinos celulozne biomase (Yc) je izracunat prema formuli:

(v vlaZne biomase nakon fermentacije—y vlaznog inokuluma) 100

Yeb (%) = (6)

(v izvora C na pocetku fermentacije)

3.2.11. Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode (eng. Water-Holding Capacity; WHC)
Kapacitet zadrzavanja vode bakterijske nanoceluloze odredivan je nakon 21 dan fermentacije.
Biomasa kombuche je iz prevrelih podloga izvadena pomocu plasti¢ne pincete, protresena da

se ukloni visak tekucine i nakon toga izvagana. Nakon vaganja, nanocelulozna biomasa je
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ostavljena da se pokrivena filtar papirom susi na sobnoj temperaturi 48 h (uklanjanje slobodne
vode), nakon ¢ega je suSena 12 h pri 60 °C u suhom sterilizatoru, kako bi se u potpunosti
uklonila vezana voda. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) je izracunat prema formuli (Shezad
i sur., 2010):

WHC = masa vode uklonjena tijekom suSenja (g) / suha tvar bakterijske celuloze (g) (7)

3.2.12. Odredivanje brzine otpustanja vode (eng. Water-Release Rate; WRR)

Za odredivanje brzine otpustanja vode iz novo sintetizirane bakterijske nanoceluloze, mase
vlaznih uzoraka su mjerene kontinuiranim vaganjem u odredenim vremenskim razmacima do
konstantne mase. Tijekom pokusa, uzorci su bili pohranjeni na sobnoj temperaturi u Petrijevoj
zdjelici, pokriveni filter papirom (Shezad i sur., 2010). Rezultati su prikazani graficki kao

odnos mase otpustene vode u odredenom vremenskom razmaku.

3.2.13. FT-IR spektroskopija

Svi uzorci bakterijske nanoceluloze su suseni u suhom sterilizatoru pri 60 °C u Petrijevim
zdjelicama u tankom sloju, a nakon toga usitnjeni u tarioniku do praha. IR spektri ¢vrstih
uzoraka snimljeni su u kalijevu bromidu na IR-spektrofotometru Bruker, ALPHA-

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

3.2.14. Pretrazna elektronska mikroskopija (eng. Scaning Electron Microscopy; SEM)
Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) napravljena je na instrumentu Tescan Vega 3
Easyprobe s volframovom zarnom niti, pri ubrzavaju¢em naponu 5 kV. Uzorci su prethodno

napareni vodljivim slojem zlata i paladija.

3.2.15. Odredivanje kristalini¢nosti bakterijske celuloze (jodni broj)

Odredivanje jodnog broja se izvodi putem metode koja se temelji na odredivanju koliCine
apsorbiranog joda u amorfnim podru¢jima celuloze. Ta se koli¢ina odreduje indirektno,
titracijom preostalog joda u otopini s 0,01 M Na2S20:s.

Postupak:

Uzorak nanocelulozne biomase (0,3 g) stavljen je u Erlenmeyer tikvicu od 300 mL sa Slifom i
prelije s 2 mL otopine joda (5 g I2 + 40 g KI + 50 mL H.O). Reakcija je trajala 3 minute i
nakon toga je u reakcijsku smjesu dodano 100 mL zasi¢ene Na;SO4, Sve promijesano i
ostavljeno na tamnom mjestu 1-4 h, uz mijeSanje (magnetna mjeSalica). Nakon toga je
preostali jod odreden titracijom s 0,01 M Na2S>03 uz Skrob kao indikator (na 50 mL otopine

za pipetiranje dodano je 50 mL demineralizirane vode i 1 mL Skroba (0,5 %-tna otopina)).
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Slijepa proba (sve isto osim nanoceluloze).
Koli¢ina apsorbiranog joda je izraCunata prema jednadzbi:

~ (a—b)*2,04%2,54
| broj = W (mg I2/ g celuloze) (8)
ms(1-355)

gdje je:

a—volumen 0,01 M NazS203 utroSen za slijepu probu (mL)

b - volumen 0,01 M Na>S.03 utrosen za titraciju uzorka (mL)

m — masa uzorka (g)

w — udjel vlage (%)

Apsorpcija joda moze posluziti za odredivanje indeksa kristalini¢nosti jer se dogada u
amorfnim dijelovima molekule BNC. Inverzna vrijednost jodnog broja razmjerna je
kristalinicnim dijelovima nanoceluloze 1 izrazava se kao indeks kristaliniCnosti prema
jednadzbi koju su predlozili Nelson i sur. (1970):

Cr1=100 - (I broj / 412 - 100) (%) 9)

3.2.16. Odredivanje antimikrobne aktivnosti kombucha soka od borovnice

Antimikrobna aktivnost inhibicije rasta odabranih test mikroorganizama, bakterija vrsta
Escherichia coli 3014, Salmonella Typhimurium 3064, Pseudomonas aeruginosa 3024,
Staphylococcus aureus 3048 i Vibrio cholerea, kao i kvasca Candida albicans 11, odredivana
je disk-difuzijskom metodom. Kao test mikroorganizmi koristeni su sojevi bakterijskih
kultura iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za opéu mikrobiologiju i mikrobiologiju
namirnica Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta u Zagrebu.

Na povrsinu Cvrste hranjive podloge u Petrijevoj zdjelici, na koju je prethodno nacijepljen
test-mikroorganizam, postavljeni su diskovi s odredenim antimikrobnim agensom. Tijekom
inkubacije spoj je difundirao radijalno iz diska u agar tvoreéi gradijent koncentracije i ovisno
0 njegovom antimikrobnom djelovanju inhibirao rast mikroorganizma u okolini diska.
Prozirna zona u kojoj nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (ZI) i indikacija je

osjetljivosti mikroorganizma prema mikroorganizmu s antimikrobnim djelovanjem.

31



4. REZULTATI | RASPRAVA

Razvoj procesa za proizvodnju i primjenu biorazgradivih materijala jedan je od ciljeva zelene
kemije 1 smatra se jednim od nacina povecanja ucinkovitosti konvencionalnih procesa, kako
bi se ocuvala sigurnost okolisa. Medu tim biorazgradivim materijalima, bakterijska
nanoceluloza (BNC) je vrlo lako dostupan ugljikohidratni polimer koji je pokazao potencijal
za primjenu u razli¢itim granama industrije (Wu i sur., 2013; Panesar i sur., 2012).

Kombucha je jedno od najpopularnijin fermentiranih tradicionalnih napitaka koji se
konzumira zbog unaprjedenja zdravlja. Potvrdeno je da se konzumacijom kombuche lijece ili
umanjuju simptomi bolesti poput artritisa, loSe probave, razli¢itih tipova karcinoma,
hepatotoksi¢nost i dr. (Hiremath i sur., 2002; Pauline i sur., 2001; Sreeramulu i sur., 2000).
Fermentaciju kombuche provode simbioticki povezane vrste kvasaca i bakterija octene
kiseline (Teoh i sur., 2004), koje je, kao starter kulture, proglasio sigurnima US Food and
Drug Administration (CDC, 1996). Tijekom procesa fermentacije zasladene hranjive podloge,
disaharidi podlijezu hidrolizi do monosaharida pod utjecajem enzima i kiselina. Uloga
kvasaca tijekom fermentacije je da previru Secere do alkohola i CO». Za razliku od kvasaca,
bakterije octene kiseline nastanjuju celulozni dio kombucha starter kulture. One imaju vitalnu
ulogu u procesu fermentacije zbog toga $to su odgovorne za stvaranje novog sloja celulozne
pelikule i metaboliziraju alkohol koji je kvasac proizveo, do organskih kiselina.

Celuloza je najzastupljeniji prirodni polisaharid 1 sastavni je dio ve¢ine biljnih materijala. No,
komercijalno dostupna biljna celuloza je necista zbog prisutnosti velikih koli¢ina lignina,
hemiceluloze i pektina, koji se moraju uklanjati kemijskim putem kako bi se dobila Cista
celuloza. U usporedbi s biljnom celulozom, bakterijska nanoceluloza (BNC) moze se
sintetizirati ekstracelularno pomocu bakterija, kao Sto su Gluconacetobacter xylinus i Sarcinia
versicolores. Istrazivanjima je dokazano da BNC posjeduje nekoliko prednosti, kao Sto su:
visoka Cisto¢a i mehanicka snaga u vlaZznom stanju, visoki stupanj kristalini¢nosti,
biokompatibilnost, netoksi¢nost, vrlo veliku poroznost i hidrofilnost, ultrafinu mrezu vlakana,
selektivnu permeabilnost i vrlo visok kapacitet zadrzavanja vode, a sve s istom kemijskom
strukturom kao i biljna celuloza (Pecoraro i sur., 2008; Phisalaphong i Jatupaiboon, 2008;
Yoshinada i sur., 1997). Ova svojstva ¢ine BNC materijalom primjerenim za tehnoloSke
primjene u bioenergiji, bioplastici, biomaterijalima, nanotehnologiji, razvoju lijekova,
prehrani, kemiji, farmaciji, medicini i tekstilu (Shi i sur., 2014; Shah i sur., 2013; Chawla i
sur., 2009). Uzimaju¢i u obzir ove ¢injenice, NUZno je provesti karakterizaciju bakterijske

nanoceluloze (BNC) proizvedene s kombuchom za komercijalno koristenje i primjenu.
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U ovom radu su istrazivane biokemijske promjene koje su posljedica biotransformacije
simbioticki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca u fermentirani napitak
(kombucha) i sintezu BNC. Uzgoj je proveden u staticnim uvjetima na sobnoj temperaturi
tijekom 21 dana u kompleksnoj podlozi (sok od borovnice), a glavni izvor ugljika bila je
saharoza (bijeli konzumni $ecer) pri razli¢itim koncentracijama (40, 60, 80, 100 i 120 g L™Y).
Prema literaturnim podacima, maksimalni prinos BNC postize se za 7-8 dana (Goh i sur.,
2012), no u ovom su radu istrazivanja su nastavljena do 21. dana fermentacije da bi se
zabiljezilo moguée povecanje prinosa BNC tijekom produzenog perioda fermentacije.
Nadalje, istrazivani su klju¢ni ¢imbenici koji utjeCu na sintezu BNC, a poglavito se to odnosi
na udjel izvora ugljika (saharoza), promjene pH vrijednost tijekom fermentacije, nastajanje
organskih kiselina (octena, glukonska, mlijecna i glukuronska) i etanola, kao i na
antimikrobnu aktivnost fermentiranog kombucha napitka. Nakon zavrSene sinteze BNC,
proucavana su kristalini¢nost i morfoloSka svojstva sintetizirane pelikule, kao i kapacitet

zadrzavanja i kKinetika otpustanja vode.

4.1. pH VRIJEDNOST, ORGANSKE KISELINE | ETANOL

4.1.1. pH vrijednost

Mijerenje pH vrijednosti je parametar kojim se kontrolira tijek fermentacije i koristi se za
odredivanje zavrSetka procesa fermentacije (MalbaSa i sur., 2011). Nadalje, koncentracija
vodikovih iona je faktor koji moze aktivirati ili inhibirati rast i razmnozavanje pojedinih vrsta
mikroorganizama u hrani. Bakterije octene kiseline podnose aktivnu kiselost okolisa u pH
podrucju od 3,6 do 6,3, a vrijednosti koje nisu niZe od 5,4 pospjeSuju njihovo razmnoZavanje.
Optimalna pH vrijednost za kvasce ovisi o vrsti 1 soju, no prosje¢no se kre¢e u podrucju od
4,5 do 6,5 (Antolak i Kregiel, 2015). Pocetni pH nakon inokulacije je bio prosjec¢no oko 3,45.
Tijekom analiziranog procesa fermentacije, pH u kombucha napitku smanjio se prosje¢no za
0,5 jedinica. §to nije utjecalo na smanjenje opcée senzoricke kakvoce napitka (slika 10).
Izmjerene pH vrijednosti bile su niZze nego Sto su zabiljezili Kallel i sur. (2012). U njihovom
istrazivanju na zasladenom ¢aju, uoceno je smanjenje pH vrijednosti ¢aja s 5,5 na 3,8 odmah
nakon inokulacije kombuche u ¢aj. U istrazivanju koje su proveli Cretovi¢ i sur. (2008), pH
vrijednost zasladenog Caja odmah nakon inokulacije bila je 4,7, no nakon treeg dana
fermentacije, koncentracije octene i1 limunske kiseline su pocele rasti. Unato¢ stalnom
povecanju koncentracije organskih kiselina tijekom fermentacije, autori nisu uocili znacajnije
promjene pH vrijednosti. To se moze objasniti puferskim kapacitetom fermentiranog napitka
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(Cretovic i sur., 2008). Tijekom fermentacije, pH vrijednost soka od borovnica inokuliranog
kombuchom se smanjivala (slika 10). Kao posljedica poveéanja koncentracije organskih
kiselina, pH vrijednost se u uzorcima od pocetnih 3,31 (120 g L) do 3,55 (40 g L) jedinica
linearno smanjivala sve do 2,71 (120 g L), odnosno 2,95, koliko je iznosila najvisa pH
vrijednost fermentiranog napitka (40 g L™). Takoder je uoceno vrlo blago sniZenje pH
vrijednosti nakon 12. dana fermentacije, te zadnjih 5 dana fermentacije potpunu ujednacenost
u svim uzorcima, osim u uzorku s 100 g L™ dodane saharoze, gdje je pad pH vrijednosti
nastavljen sve do 17. dana fermentacije, nakon ¢ega se vrijednost nije mijenjala (pH = 2,74).
Dobiveni rezultati tijeka promjene pH vrijednosti su u suglasju s rezultatima istraZzivanja Chen
i Liu (2000) i Sreeramulu i sur. (2000), osim Sto je u ovom radu fermentacija trajala 21 dan, a

ne 14 kao u navedenim istrazivanjima.
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Slika 10. Promjena pH vrijednosti soka od borovnica tijekom 21 dana fermentacije s

kombuchom
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4.1.2. Organske kiseline

Osim organskih kiselina, glavni metaboliti tijekom fermentacije kombuche su jednostavni
Seceri, CO2 i etanol (Chakravorty i sur., 2016). Prema Chen i Liu (2000), Loncar i sur. (2000),
Malbasa 1 sur. (2002) i Jayabalan i sur. (2007), octena, glukonska, mlije¢na i glukuronska
kiseline su glavni proizvodi kombucha napitka koji se proizvodi iz zasladenog Caja ili soka u
kontroliranim i optimiranim uvjetima fermentacije. Nguyen i sur. (2015) smatraju da pravi
izbor kombucha starter kulture omogucava proizvodnju napitka s najve¢im udjelom zdravih
organskih kiselina. Koncentracija sintetiziranih organskih Kkiselina, octene, glukonske,
mlije¢ne i glukuronske, mijenjala se tijekom vremena trajanja fermentacije Sto je prikazano na
slikama 11-14.

4.1.2.1. Octena kiselina
Glavna organska kiselina u fermentiranom soku od borovnica bila je octena kiselina, Cija se
koncentracija u svim uzorcima, osim na pocetku fermentacije (do 4. dana) povecavala tijekom
fermentacije (slika 11). U prva 4 dana fermentacije nije zabiljezen znacajniji porast
koncentracije octene kiseline s pocetne vrijednosti uzoraka (0,096 g L) nakon inokulaciije
mati¢nim kombucha fermentiranim zelenim ¢ajem koji je sadrzavao odredenu koncentraciju
octene kiseline, tako da su se u 4. danu fermentacije izmjerene vrijednosti octene kiseline
kretale od 0,29 g L™* do 0,86 g L. Nakon toga su vrijednosti pocele, prvo eksponencijalno
(do 7. dana), pa linearno rasti sve do kraja fermentacije. Najveca koncentracija octene kiseline
je izmjerena u uzorku sa 100 g L dodane saharoze (7,96 g L), neSto niza sa 120 i 80 g L
saharoze (6,77 g L i 6,10 g L), dok su u uzorcima s niskom koncentracijom dodane
saharoze (40 i 60 g L) izmjerene relativno niske vrijednosti octene kiseline (4,61 g L™ i 5,28
g L1). Ove niZe vrijednosti bi se se mogle objasniti nedovoljnom koli¢ine glukoze potrebne za
sintezu octene kiseline jer je dio glukoze vjerojatno potrosen za sintezu BNC tijekom
fermentacije. Dobiveni rezultati su u suglasju s rezultatima koje su objavili Kallel i sur.
(2012), a koji su izmijerili od 5,4 do 8,0 g L™ octene kiseline nakon 14 dana fermentacije
infuzije zelenog Caja.
Uz sposobnost sinteze relativno visokih koncentracija octene kiseline, bakterije octene
kiseline su pokazale i toleranciju na kiselost, koja je rijetka medu aerobnim homotrofima i
heterotrofima. Ovo im svojstvo omogucéava rast na hranjivoj podlozi koja ve¢ na pocetku
uzgoja ima pH vrijednost nizu od 4,5 (Malbasa i sur., 2008), a u ovom radu se pocetna pH
vrijednost uzoraka kretala od 3,55 do 3,1 (slika 11).
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Slika 11. Kinetika nastajanja octene kiseline tijekom 21 dana fermentacije kombucha soka od
borovnica

4.1.2.2. Glukonska kiselina

Glukonska i glukuronska kiseline su uz octenu Kkiselinu, u kombucha napitcima,
najzastupljenije kiseline, koje nastaju kao rezultat fermentacije na tradicionalnim hranjivim
podlogama (zeleni i crni Caj). Bakterije octene Kiseline glukozu oksidiraju do glukonske
kiseline. Glukonska kiselina je druga glavna organska Kkiselina koja nastaje u vecim
koncentracijama kao posljedica metabolizma zdruzene kulture mikroorganizama. Kao Sto je
vidljivo na slici 12, koncentracija glukonske kiseline tijekom fermentacije soka od borovnice
linearno se povecavala do 12. dana fermentacije u svim uzorcima, nakon ¢ega je slijedilo
blago snizenje vrijednosti koje su ve¢inom ostale nepromijenjene do kraja fermentacije. Kao i
kod octene kiseline, najvece vrijednosti su izmjerene pri koncentracijama saharoze od 100 i
120 g L1 (2,01 2,07 g LY. Malo niZa vrijednost je izmjerena pri 80 g L™ (1,82 g L), dok su
pri koncentracijama od 40 i 60 g L™ dodane saharoze te vrijednosti bile vidljivo nize (1,36 i
1,58 g L™Y). Chen i Liu (2000) su u svojem istrazivanju uo¢ili da nije bilo glukonske kiseline u
uzorcima sve do 6. dana fermentacije na zelenom ¢aju. U ovom radu, prvo su izmjerene

najnize koncentracije glukonske kiseline u svim uzorcima, zabiljezene od 2. do 4. dana
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fermentacije (od 0,02 do 0,35 g L), nakon &ega je slijedio linearni rast vrijednosti koji je
nastavljen sve do 12. dana fermentacije (slika 12). Koncentracija glukonske kiseline je
izravno povezana sa sintezom BNC jer se njenim nastajanjem snizava pH vrijednost hranjive
podloge, a to utjece na produktivnost sinteze BNC. Kako su masa ukupno sintetizirane BNC 1
nastajanje glukonske kiseline jednake koli¢ini utroSene glukoze, povecanje koncentracije
glukonske kiseline odgovorno je za smanjenu produktivnost sinteze BNC (Masaoka i sur.,
1993).

=
tn

ot
i

glukonska kiselina (g L)

/ -m-40gL’
gl --60 gL}

0,5 1 —% 80g L
——l10 gL’
—=-1MgL!
I] = .! T T T T T T T T T T T T T T T T 1
01 2 34567 8 91011121314151617 1819 202

vrijene (dani)

Slika 12. Kinetika nastajanja glukonske kiseline tijekom 21 dana fermentacije kombucha soka

od borovnica

4.1.2.3. Mlijecna kiselina

Uzorci nacijepljeni kombuchom uzgojeni su u stati¢noj kulturi, pri ¢emu nije bio odredivan
mikrobioloski sastav starter kulture. Upravo zbog ovog razloga postoji odredeno odstupanje
izmedu dobivenih rezultata u ovom istrazivanju i objavljenih u literaturi, kao posljedica
razlic¢itosti mikroflore koja je dio ekoloskog izvoriSta nacijepljenih kultura. Nastajanje
mlijecne kiseline posljedica je metabolizma bakterija mlijecne kiseline, koje su u malom broju
sastavni dio kombuche, i vrlo je znacajna zbog svog inhibicijskog djelovanja na patogene

mikroorganizme i vrste koje izazivaju kvarenje namirnica (Magalhaes i sur., 2010).
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L-mlije¢na kiselina nije karakteristiCan sastojak kombucha napitaka, ali je istrazivanjima
potvrdena u malim koncentracijama (Jayabalan i sur., 2007). Navedeni autori su odredivali
koncentraciju mlije¢ne kiseline u infuzijama zelenog i crnog ¢aja i odredili maksimalnu
vrijednost od 0,54 g L™* u 3. danu fermentacije. Malba3a i sur. (2008) su istrazivanja proveli
na melasi kao kompleksnoj hranjivoj podlozi i izmjerili vece udjele mlijecne kiseline u
fermentiranom proizvodu. Ovakav rezultat su objasnili s malom koncentracijom mlijecne
kiseline ve¢ prisutne u melasi, kao i amino duSikom i biotinom iz melase, koji kao izvor
dusika i faktor rasta utje¢u na intenzitet fermentacije kombucha proizvoda (MalbaSa i sur.,
2008). U ovom je radu odredena relativno visoka koncentracija mlijecne kiseline u svim
uzorcima nakon 21 dan fermentacije (od 0,84 g L do 1,19 g L™). Niske koncentracije
odredene su u pocetnim danima fermentacije i ta se koncentracija povecavala nakon 5. dana

istrazivanja i rasla sve do 19. dana, nakon ¢ega se nije mijenjala (slika 13).
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Slika 13. Kinetika nastajanja mlijecne kiseline tijekom 21 dana fermentacije kombucha soka

od borovnica

4.1.2.4. Glukuronska kiselina
Glukuronska kiselina ima vaznu ulogu u detoksifikaciji jetre jer moze reagirati s toksi¢nim

molekulama i pospjesiti njihovo uklanjanje iz organizma (Martinez Leal i sur., 2018).
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Takoder je povezana s uklanjanjem endobiotika putem glukonoridacije. Jedan od tih
endobiotika je bilirubin, a glukuronska kiselina usporava njegove toksi¢ne ucinke na razlicite
enzime uklju¢ene u metabolizam proteina i ugljikohidrata. Vecina se bilirubina izlucuje
putem Zuci, a samo se mali udjel konjugiranih bilirubina izlucuje urinom. Zbog toga je visoka
koncentracija bilirubina u urinu indikator za smanjenu sposobnost glukoronidacije (Vina i
sur., 2013). Istrazivanja su pokazala da glukuronska kiselina, kao i druge organske kiseline iz
kombucha napitaka imaju istu ulogu u organizmu, kao i prirodno prisutne u ljudskom tijelu
(Martinez Leal i sur., 2018). Koncentracija glukuronske kiseline u kombucha napitcima
prvenstveno ovisi o vrstama bakterija i kvasaca koji djeluju simbioticki, Sto znaci da se
razlikuje u pojedinim starter kulturama, posebice kad se radi o zdruzenim kulturama koje se
koriste u domacinstvima (Greenwalt i sur., 2000).

Na slici 14 prikazana je kinetika nastajanja glukuronske kiseline tijekom 21 dan fermentacije
soka od borovnica s kombucha starter kulturom. Vidljivo je da su pri niskim koncentracijama
dodane saharoze (40 i 60 g L), linearno, no dosta sporo rasle koncentracije glukuronske
kiseline, sve do najvece vrijednosti u 12. danu (1,59 g L i 1,71 g L), nakon ¢ega je uslijedio
blagi pad izmjerenih vrijednosti koji je nastavljen do zavrietka fermentacije (1,45 g L™ i 1,58
g L ™). Kod veéih koncentracija dodane saharoze, posebice kod 80 i 100 g L™, izmjerena
koncentracija glukuronske kiseline je u 12. danu bila 1,98 g L i 2,13 g L™, nakon &ega je
zabiljeZzeno naglo smanjenje vrijednosti. Pri koncentraciji od 120 g L™, najveca je vrijednost
izmjerena veé¢ u 7. danu, 1,91 g L™, nakon ¢ega je vrijednost naglo padala sve do 12. dana i
zadrzala se na 1,73 g L do kraja fermentacije. Dobiveni rezultati se mogu usporediti s
rezultatima Jayabalan i sur. (2007), koji su izmjerili u 12. danu fermentacije crnog caja
vrijednost glukuronske kiseline od 2,33 g L. U drugim istrazivanjima koja su provodena
tijekom 10 do 14 dana fermentacije, izmjerene su puno manje vrijednosti glukuronske kiseline
(od 0,025 do 0,063 g L) (Neffe-Skocinska i sur., 2017). Nguyen i sur. (2015) su nakon
fermentacije pri 28 °C / 7 dana izmjerili vrijednost od 0,1 g L. Najduzu fermentaciju su
proveli Chen i Liu (2000), 60 dana na 24 °C i izmjerili koncentraciju glukuronske kiseline od
dak 39 g L. Sva su ova istrazivanja provedena fermentacijom zelenog i crnog &aja i ne
postoje literaturni podaci o koncentraciji glukuronske kiseline nakon fermentacije vocnih
sokova s kombuchom. Isto tako, ovakve razlike u rezultatima mogle bi biti povezane sa
sastavom simbioti¢ke kombucha starter kulture, posebice kad se istrazivanja provode s

kulturom nepoznatog sastava i udjela mikroorganizama.
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Slika 14. Kinetika nastajanja glukuronske kiseline tijekom 12 dana fermentacije kombucha

soka od borovnica

4.1.3. Koncentracija etanola

Prema vecini autora, koncentracija etanola u kombucha napitcima nije ve¢a od 1 % (vol/vol)
(Teoh i sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije izmjerili 0,36 g L*
EtOH, uz poéetnih 70 g L™ saharoze u hranjivoj podlozi. U ovom radu je u sok od borovnica
dodano 40, 60, 80, 100 i 120 g L™ saharoze (konzumni bijeli Secer) i ve¢ u 3. danu
fermentacije, izmjerena je maksimalna koncentracija etanola, 0,465 g L™ (120 g L* saharoze),
koja se u 11. danu smanjila na 0,09 g L, a nakon toga pala na 0,001 g L i nije se mijenjala
do kraja fermentacije (slika 15). Pri drugim koncentracijama saharoze maksimalna vrijednost
je izmjerena u 4. danu fermentacije, no uocen je ujednacen usporedni pad vrijednosti etanola
nakon postizanja maksimalnih vrijednosti (slika 15). Tako je pri koncentraciji saharoze od
100 g L%, u 4. danu izmjereno 0,301 g L%, a kod 40, 60, i 80 g L™ izmjerene vrijednosti su
bile 0,029 g L%, 0,049 g L™ i 0,087 g L. Pri visim koncentracijama saharoze uoden je nagli
pad koncentracije etanola nakon postizanja maksimalne vrijednosti, dok je kod niZih

koncentracija saharoze smanjenje koncentracije etanola imalo blazu krivulju, no u svim
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uzorcima je minimalna vrijednost koncentracije etanola izmjerena u 12. danu i nije se

mijenjala do kraja (21. dan) fermentacije (slika 15).
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Slika 15. Promjena koncentracije etanola tijekom 21 dana fermentacije kombucha soka od

borovnica

4.2. BIOSINTEZA |1 PRINOS BAKTERIJSKE NANOCELULOZE (BNC)

Biosinteza BNC je precizan proces reguliran mnogobrojnim enzimima i regulatornim
proteinima (Tal 1 sur., 1998). Vezana je uz katabolicke reakcije i ne ometa anabolicke reakcije
u stanici, ukljuéujuci sintezu proteina. Bakterija G. xylinus koristi pentoza fosfatni put i ciklus
limunske kiseline za sintezu BNC i energije (Tonouchi i sur., 1996). BNC se moze
sintetizirati u staticnim uvjetima uzgoja, na tresilici ili uz mijeSanje, no svaki od ovih
postupaka rezultira razli¢itim oblicima celuloznih, medusobno isprepletenih fibrila, dok se pri
(Tanskul 1 sur., 2013). Proces sinteze BNC u staticnim uvjetima, kao §to je provedeno u ovom
radu, ovisi o0 opskrbi atmosferskim kisikom na povrSini, a prinos o koncentraciji izvora
ugljika. Produzenim vremenom uzgoja, povecava se prinos BNC, a sinteza doseze svoju
krajnju granicu kada pelikula pada na dno hranjive podloge, pri cemu bakterije octene kiseline

postaju inaktivne zbog nedovoljne opskrbe kisikom (Sheykhnazari i sur., 2011).
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Biotransformacijom zasladenog soka od borovnica tijekom fermentacije s kombuchom
nastala je celulozna pelikula (opna) koja se u tankom sloju oblikovala na povrsini tekucine
(slika 16). Celuloznu pelikulu na povrSini odrzava CO. koji nastaje kao posljedica
fermentativne aktivnosti kvasaca (Sievers i sur., 1995). Na povrsini celulozne pelikule nalazi
se veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima je za rast i razmnoZavanje
nuzan atmosferski kisik, dok su s donje strane nakupine kvasaca, koji pripadaju fakultativno
anaerobnim mikroorganizmima (Malba$a i sur., 2008; Sievers i sur., 1995).
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Slika 16. Kinetika sinteze BNC u soku od borovnice tijekom fermentacije s kombuchom

Na slici 17. prikazana je kinetika sinteze BNC iz koje je vidljivo linearno povecanje debljine
BNC sintetizirane tijekom 21 dana uzgoja. Prema dobivenim rezultatima, kod 80 g L*
dodane saharoze je nakon 21. dana fermentacije izmjereno 284 g L vlazne BNC, odnosno
9,8 g L suhe BNC.
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Slika 17. Utjecaj trajanja fermentacije na sintezu BNC u soku od borovnice (80 g L*
saharoze)

4.3. KAPACITET ZADRZAVANJA | KINETIKA OTPUSTANJA VODE (ENG. WHC |
WRR)

Promjene u fizikalnoj strukturi bakterijske nanoceluloze rezultiraju i promjenama u fizikalnim
svojstvima. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpustanja vode (WRR) su najvaznija
svojstva bakterijske nanoceluloze jer su izravno odgovorni za njenu biomedicinsku primjenu
kao pokrovnog materijala na ranama. Zadovoljavajuc¢i udjel vlage u takvom pokrovnom
materijalu ubrzava zacjeljivanje rana i $titi od mogucih kontaminacija (Ul-Islam i sur., 2012).
Takoder, omoguc¢ava ulazak aktivnih supstancija u ranu, ¢ime je omoguceno lakSe i
bezbolnije prekrivanje oste¢enog podrucja koze bez osteCenja na novonastaloj kozi (Shezad i
sur., 2010).

Tijekom staticne fermentacije kombuche, bakterijska celulozna pelikula se sintetizira na
medufazi zraka i tekuce faze, te postaje vidljiva ve¢ nakon 24 h fermentacije kao prozirna
opna (lguchi i sur., 2000). Svakim se danom fermentacije stvara novi sloj bakterijske
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celuloze, no brzina stvaranja ovisi o povrsini i dubini posude u kojem je provedena
fermentacija ¢aja s kombuchom. U ovom su radu provedena istrazivanja u kojoj mjeri
povrSina posude za uzgoj i dubina hranjive podloge utjecu na kinetiku nastajanja bakterijske
celuloze, upravo zbog toga Sto sintetizirana bakterijska celuloza poprima oblik posude u kojoj
se uzgaja. Fermentacija kombuche u soku od borovnica je provedena u 3 staklene posude (P1-
P3) koje su se razlikovale po svom volumenu, visini i promjeru (tablica 1). Prema dobivenim
rezultatima, iz tablice 1 je vidljivo da, ovisno o specifi¢noj povrSini sintetizirane bakterijske
celuloze, rezultati kapaciteta zadrZzavanja vode variraju, ali ne u zna¢ajnoj mjeri. Matriks BNC
se sastoji od isprepletenih vlakana u kojima su molekule vode ,,zarobljene® fizicki i na
povrsini i u unutrasnjosti (Watanabe i1 sur., 1998). Prema autorima, Sto je viSe slobodnog
prostora izmedu vlakana, to ¢e vise molekula vode mo¢i u¢i i adsorbirati se u matriksu. Dakle,
Sto je veca specifi¢na povrsina, vise vode ¢e se moci zadrzati u matriksu bakterijske celuloze
(Guo i Catchmark, 2012). Rezultati dobiveni u ovom radu pokazali su da je i na manjoj
specifiénoj povrsini BNC (1,35 cm? g1) postignut vrlo visok kapacitet zadrzavanja vode
(WHC) (tablica 1).

Tablica 1. Kapacitet zadrZzavanja vode u bakterijskoj nanocelulozi (BNC) ovisno o

specifiénoj povrsini posuda u kojima je proveden uzgoj (80 g L saharoze)

Uzorak Masa vlazne BNC  Specifi¢na povrSina BNC WHC
(9) (cm?g?) (g vode g* uzorka)
P1 (720 mL) 150 1,79 109,63
P2 (370 mL) 120 1,35 91,84
P3 (1000 mL) 200 1,68 100,36

Sposobnost otpustanja vode drugo je izrazito vazno svojstvo BNC za primjenu u biomedicini
kao pokrovnog materijala na ranama. Na slici 18 je prikazana kinetika otpuStanja vode iz
uzoraka sintetiziranih tijekom 120 sati pokusa. Vidljivo je da je izmjereni specifi¢ni udjel
vode od podetka uzgoja bio najveéi u uzorku s 120 g L saharoze, a najmanja vrijednost je
izmjerena u uzorku s 40 g L saharoze. Otpustanje vode je do 3. dana istrazivanja bilo naglo
Sto je i vidljivo iz slike 18, i u svim su uzorcima, bez obzira na pocetnu vrijednost apsorbirane
vode, zabiljeZeni vrlo niski specifi¢ni udjeli vode (od 11,91 do 20,71 g BNC / g uzorka), sto

znai da je preostalo od 9 do 19 % vezane vode u matriksu pelikula. Vrijednosti su nastavile
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blago padati i ustalile su se u 5. danu istraZzivanja, gdje je u svim uzorcima izmjereno
prosjecno 4 % zadrzane vode u uzorcima.

100

gpecific nd wljel vode (g BNC/g uzorka)
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=
l
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Slika 18. Kinetika otpustanja vode (WRR) tijekom 120 sati iz uzoraka BNC nakon 21 dana
fermentacije u soku od borovnica

4.4. KRISTALINICNOST I MORFOLOGIJA  POVRSINE  BAKTERIJSKE
NANOCELULOZE (BNC)

Celuloza je linearni polimer sastavljen od jedinica D-glukoze vezanih B-1,4-glikozidnim
vezama. Hidroksilne grupe u celuloznim makromolekulama povezane su brojnim intra- i
intermolekulskim vodikovim vezama, S§to rezultira razliitim stupnjevima kristalini¢ne
uredenosti. Kristalini¢na struktura celuloze proucavana je od 19. stoljeca (Park i sur., 2010) i
do sadasnjeg vremena pobuduje pojaanu paznju zbog potencijalne primjene u proizvodnji
bioenergije. Najces¢e metode kojima se istrazuje kristalini¢nost su difrakcija X-zrakama, FT-
IR spektroskopija, 3C NMR i test s jodnim brojem za koji nije potrebna posebna oprema i
uvijek predstavlja preliminarnu analizu prije uporabe skupih uredaja. U ovom radu su
koriStene dvije metode odredivanja kristalini¢nosti: test s jodnim brojem i FT-IR
spektroskopija.
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4.4.1. Kristalinicnost BNC

Kristalini¢nost je jedno od najvaznijih svojstava strukture BNC zbog koje posjeduje bolja
mehani¢ka i medufazna svojstva od biljne celuloze. Ta je struktura sastavljena od I i Ip
tipova celuloze, pri ¢emu udjel bilo kojeg tipa varira ovisno o uvjetima uzgoja, sastavu
hranjivih podloga, obliku i1 veli¢ini posude ili reaktora u kojima se provodi uzgoj, pH
vrijednosti hranjive podloge, a posebice o rodu, vrsti ili soju bakterija octene kiseline koje
ekstracelularno izlucuju nanofibrile celuloze i 0 kojima ovisi l«/lg odnos (Son i sur., 2001).
BNC je bogata I« tipom celuloze, s udjelom od oko 70-80 %, dok je Ig tip celuloze u istom
omjeru zastupnjen u visim biljkama (Czaja i sur., 2007).

Test s jodnim brojem je osnovna empirijska metoda za mjerenje pristupacnosti amorfnih
dijelova celuloze prema vodenim otopinama. S obzirom da se jod ugraduje u amorfne dijelove
molekule BNC, inverzna vrijednost jodnog broja je razmjerna Kristalicnim dijelovima
celuloze 1 izrazava se kao indeks kristalini¢nosti (Kreze 1 sur., 2005). Indeks kristalini¢nosti
BNC uzgojene u soku od borovnica prikazan je na slici 19. Dobiveni rezultati pokazuju da
kristalini¢nost bakterijske celuloze varira ovisno o koncentraciji dodane saharoze u podlogu.
Prema dobivenim rezultatima je vidljivo da je struktura BNC vrlo kristalini¢na (uredena; od

91,7 do 88 % podruéja) i da ima mali udjel amorfnih, odnosno ne uredenih podrucja (slika

19).
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Slika 19. Kristalini¢nost uzgojenih BNC pelikula u soku od borovnica
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4.4.2. FT-IR spektroskopska analiza

Jedna od najvaznijih analitickih tehnika za karakterizaciju polimera je infracrvena
spektroskopija (IR). Sli¢no otisku prsta koji je karakteristican za pojedinu osobu, FT-IR je
visoko specifi¢na analiza karakteristi¢na za supstanciju koja je analizirana. Glavna prednost
ove tehnike je mogucnost testiranja uzoraka u bilo kojem obliku (tekucine, paste, otopine,
filmovi, prahovi, vlakna). IR spektroskopija je tehnika koja se temelji na vibracijama atoma u
molekuli. Infracrveni spektar se dobiva prolaskom infracrvenih zraka kroz uzorak i
odredivanjem frakcije koja je apsorbirana pri odredenoj energiji. Energija pri kojoj se oCitava
pojedini pik u apsorpcijskom spektru, odgovara frekvenciji vibracija dijela molekule uzorka.
FT-IR analiza omogucava istraziva¢ima dodatne informacije o super-molekularnoj strukturi i
moze se, takoder, koristiti za odredivanje kemijskog sastava prirodnih i modificiranih
vlakana. C-O-C vibracije pojavljuju se na valnim duljinama blizu 1600 i 900 cm™, O-H na
3500 do 3300 cm™, a C-H vibracije se pojavljuju izmedu 1430 i 1290 cm™. Na slici 20
prikazani su spektri karakteristicni za celulozu sintetiziranu pri razli¢itim koncentracijama
dodanog Seéera (80, 100 i 120 g LY), s izraZzenim pikovima kod 3400, 2880 i 1110 cm™. Ovi
su pikovi rezultat vibracija O-H, C-H i C-O-C grupa u celuloznoj strukturi (slika 20), Sto

ukazuje na pretezito kristalicnu strukturu BNC 1 u skladu je s istrazivanjima koje su proveli

Chen i sur. (2010).
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Slika 20. FT-IR spektri BNC sintetizirane u soku od borovnica s razli¢itim koncentracijama

dodane saharoze: 80 g L (crveno), 100 g L™ (zeleno), 120 g L™ (plavo)
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4.4.3. Pretrazna elektronska mikroskopija (eng. SEM)

Morfologija povrsine pekule s prisutnim bakterijama octene kiseline i kvascima i struktura
mikrovlakana BNC snimane su pretraznim elektronskim mikroskopom (slike 21 i 22). Na slici
21 su vidljive stanice bakterija i kvasaca na povrsini pelikule BNC, a na slici 22 isprepletenost
mikrovlakana u mrezi sintetizirane BNC na kraju fermentacije. Bakterije i kvasci (u manjem
broju) su nakupljeni u strukturi pelikule u tankom sloju biofilma. Na slici 21 je vidljivo da su
bakterije octene kiseline dominantne, odnosno prisutne u ve¢em broju, $to je u suglasju s
istrazivanjima koje su proveli EI-Gremi (2007) i El-Taher (2011). Opcenito, brzina sinteze
BNC je razmjerna s koncentracijom stanica bakterija octene kiseline. Na slici 22 se moze
uociti trodimenzijska porozna mrezna struktura koja se sastoji od nasumicno isprepletenih
snopova ultratankih fibrila. Ovakva mreZza ima svoju hijerarhijsku strukturu s porama
razli¢itih veli¢ina, od makro do mikro vrijednosti (Schutz i sur., 2012). Saxena i sur. (1994) su
uocili da je biosinteza celuloze karakterizirana jednosmjernom ekstruzijom nanofibrila i
naknadnom kristalizacijom. Pojedini fibrili u strukturi istrazivane BNC u ovom radu su imali

prosjecnu debljinu od 18 + 2 nm (slika 22).

SEM HV: 5.0 kV WD: 8.04 mm VEGA3 TESCAN

SEM MAG: 4.99 kx BI: 8.00 10 pm
Det: SE Date(m/d/y): 04/06/17

Slika 21. SEM snimka povrSine bakterijske nanoceluloze (BNC) nakon 21 dan uzgoja u soku

od borovnica (80 g L™ saharoze)
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SEM HV: 5.0 kV WD: 7.98 mm VEGA3 TESCAN
SEM MAG: 5.01 kx BI: 8.00 10 pm
Det: SE Date(m/dly): 04/06/17

Slika 22. SEM snimka mreZze mikrovlakana bakterijske nanoceluloze (BNC) nakon 21 dan
uzgoja u soku od borovnica (80 g L™ saharoze)

4.5. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST FERMENTIRANOG KOMBUCHA SOKA OD
BOROVNICA

Enterobakterije predstavljaju veliku heterogenu skupinu gram-negativnih Stapica koji ne
stvaraju spore, fakultativni su anaerobi i dobro prezZivljavaju u nepovoljnim uvjetima.
Komenzali su probavnog sustava Covjeka i mnogih Zzivotinjskih vrsta. Uz stafilokoke i
streptokoke spadaju u bakterije koje najces¢e uzrokuju bolest u ljudi. U probavnom sustavu
Covjeka ¢ine samo 1-2 % ukupne normalne crijevne flore, a ostalo su uglavhom endogeni
anaerobi (Kaleni¢ i sur., 2013). Patogene vrste predstavljaju enterotoksikogene Escherichia
coli, Vibrio sp., Campylobacter jejuni, Shigella sp. i Salmonella Typhimurium koje izazivaju
akutni gastroenteritis (Battikh i sur., 2013). Prema Battikh i sur. (2013), antimikrobna
aktivnost fermentiranog zelenog i crnog ¢aja s kombuchom nije bila samo rezultat udjela
octene kiseline ili drugih organskih kiselina odredenih u napitcima, nego i drugih bioloski
aktivnih sastojaka, kao Sto su bakteriocini, proteini i enzimi, kao i fenolni spojevi. U ovom
radu je istraZivana antimikrobna aktivnost fermentiranog soka od borivnica, u kojem su
odredene zadovoljavajuce koncentracije octene, glukonske, mlijecne i glukuronske kiseline,
no nisu odredivane koncentracije polifenolnih spojeva, ali je poznato da je bobiCasto voce

izrazito bogato polifenolnim sastojcima (Pawar, 2018). Antimikrobna aktivnost fermentiranog
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soka od borovnica s kombuchom ispitivana je na Sest testnih mikroorganizama: bakterije vrsta
Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa., Staphylococcus
aureus i Vibrio cholerae, te kvascem C. albicans. Rezultati prikazani na slici 23 pokazali su
izvrsno antimikrobno djelovanje prema bakteriji E. coli (> 30 mm) i vrlo dobro djelovanje na
S. Typhimurium (> 20 mm) i Pseudomonas aeruginosa. (> 25 mm), dok prema S. aureus nisu
zabiljezene zone inhibicije. Antimikrobnim djelovanjem prema V. cholerae uocene su
zamucene zone inhibicije bez jasnih granica, a jedini istrazivani kvasac, C. albicans je
inhibiran dobro (> 13 mm). Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je dvostruko veca
antimikrobna aktivnost postignuta prema istraZzivanim bakterijama, nego prema kvascu C.
albicans. Takoder je uoceno da je fermentirani SOk od borovnica, pripravljen uz dodatak 100
g L saharoze imao najmanje antimikrobno djelovanje, osim na Pseudomonas aeruginosa
(slika 23).
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testirani mikroorganizmi

Slika 23. Antimikrobna aktivnost fermentiranog kombucha soka od borovnica s razlic¢itim
koncentracijama dodane saharoze. V. cholerae* - blago zamucenje, bez jasno vidljivih granica

zona inhibicije
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5. ZAKLJUCCI

1. Kombucha je nutritivno vrijedni napitak vrlo slozenog kemijskog sastava, a glavni
proizvodi koji nastaju kao posljedica biotransformacije su organske kiseline i mali udjel
etanola, te bakterijska nanoceluloza (BNC), koja se u obliku tanke pelikule svakodnevno
sintetizira na povrsini napitka.

2. Fermentacija kombuche provedena je u staticnim uvjetima tijekom 21 dana pri 24 °C u
kompleksnoj podlozi (sok od borovnica) s dodatkom 40, 60, 80, 100 i 120 g L™ saharoze kao
jedinim izvorom ugljika.

3. Tijekom 21 dana fermentacije, istraZzivane su koncentracije nastalih organskih kiselina i
etanola s komercijalnom kulturom kombuche. U svim istrazivanim uzorcima je najveca
koncentracija organskih kiselina, osim octene kiseline, izmjerena u 12. danu fermentacije.
SniZzavanje pH vrijednosti i koncentracije etanola tijekom fermentacije bilo je u korelaciji s
povecanjem koncentracije octene kiseline.

4. Najveéi prinos vlazne BNC nakon 21 dana fermentacije bio je 284 g L™* u uzorcima s 80 g
L saharoze.

5. FT-IR analizom potvrdena je vrlo kristalini¢na struktura BNC (od 91,7 do 88 % podrucja),
uz mali udjel amorfnih podru¢ja. SEM mikroskopijom je uoceno da su pojedini fibrili u
strukturi istrazivane BNC u ovom radu imali prosje¢nu debljinu od 18 + 2 nm.

6. Sposobnost bakterijske celuloze da apsorbira ili otpusti velike koli¢ine vode izri€ito je
ovisna o strukturnim znacajkama BNC, posebice o poroznosti strukture. Rezultati dobiveni u
ovom radu pokazali su da je na relativno maloj specifi¢noj povrsini BNC (1,35 cm? g?)
postignut vrlo visok kapacitet zadrzavanja vode. U svim su uzorcima, bez obzira na pocetnu
vrijednost apsorbirane vode, zabiljeZeni vrlo niski specifi¢ni udjeli vode (od 11,91 do 20,71 g
BNC / g uzorka).

7. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa., Staphylococcus aureus i Vibrio
cholerae, te kvascem C. albicans. Fermentirani napitak pokazao je izvrsnu antimikrobnu
aktivnost prema cetiri bakterijske vrste i kvascu, no rast vrsta V. cholerae i S. aureus nije bio

inhibiran.
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