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1. UVOD

Celuloza, kao najrasprostranjeniji prirodni polimer dostupan na Zemlji, ima golem ekonomski
znacaj za Citav svijet. Primarni krajnji proizvod fotosintetske aktivnosti u vodenim i kopnenim
ekosustavima jest celuloza, s prinosom ve¢im od 100 milijardi tona godiSnje (Neo i Yang,
2015) i smatra se najdominantnijim obnovljivim bioresursom u Ccitavoj biosferi. Glavni
industrijski izvor celuloze ovisi o viSestanic¢nim biljkama kao Sto su tvrda i meka drveca, lan,
pamuk, ramija, juta i konoplja. Strukturno, celuloza je linearni polisaharid sastavljen od
monomera glukoze vezanih putem reakcije kondenzacijske polimerizacije dugih lanaca
anhidroglukoznih jedinica p-1,4-glikozidnom vezom. Izmedu ostalog, stijenke biljnih stanica
predstavljaju glavni izvor celuloze, iako su takvi tipovi celuloze obi¢no vezani s ligninom,
pektinom i hemicelulozom. Osim biljaka, niz razli€itih i specijaliziranih skupina bakterija, algi i
sluzavih plijesni, posebice onih koji nastanjuju tla bogata organskim tvarima, takoder
sintetiziraju celulozu.

Vecina danasnjih istraZzivanja o celulozi obuhvaca ekstrakciju biljne celuloze ili sintezu
bakterijske nanoceluloze (BNC) (Wang i sur., 2016). Studije pokazuju da su rodovi Rhizobium,
Azotobacter, Agrobacterium, Salmonella, Aerobacter, Acetobacter, Achromobacter i
Escherichia sp. uklju€eni u sintezu bakterijske nanoceluloze i/ili njen metabolizam (Islam i sur.,
2021). U usporedbi s biljnom celulozom, bakterijska nanoceluloza (BNC) je relativno Cisti oblik
celuloze koji posjeduje odredena jedinstvena i superiorna strukturna, fizikalno-kemijska i
mehanitka svojstva (Trache, 2016). lako je celulozna biomasa koja potjeCe od biljaka
biopolimer koji se u prirodi pojavljuje u izobilju, njezino iskoriStavanje za dobivanje energije je
teSko, buduci da su polimeri glukana otporni na biotransformacije zbog ¢ega se znanost sve
viSe okrecCe prema iskoriStavanju mikrobne nanoceluloze i njezine u€inkovite primjene (Mishra
i sur., 2018). Vrste poput Gram-negativhe bakterije Komagateibacter xylinus privukle su
pozornost s obzirom na njihovu sposobnost izlu€ivanja mikrofibrila celuloze iz niza mjesta
stani¢ne sinteze (Volova i sur., 2018). Nastali mikrofibrili sa svakog mjesta sinteze spajaju se
u vanjskoj hranjivoj podlozi i oblikuju veliku celuloznu vrpcu. Na povrSini hranjive podloge za
rast ubrzo dolazi do formiranja strukture koja se naziva pelikula i nastaje ispreplitanjem
celuloznih vrpci i srodnih bakterijskih stanica. Nastala pelikula omoguc¢ava rast stacionarnih i
striktno aerobnih bakterija u uvjetima poveéane koncentracije kisika na povrSini hranjive
povrsine.

Kore voca i povr¢a bogate su reduciraju¢im i nereduciraju¢im Seéerima, proteinima, vliaknima,
vitaminima i askorbinskom kiselinom te zbog toga mogu biti idealna hranjiva podloga za rast
mikroorganizama. Osim toga, mogu biti jeftini ili besplatni izvori ugljika kao supstrat za rast

bakterija koje proizvode BNC. IskoriStavanje proizvedenog otpada iz prehrambene industrije



koristilo bi agroindustriji buduéi da bi se otpad ili nusproizvodi pretvorili u proizvod s dodanom
vrijednos¢u. Dakle, otpad iz jedne industrije mozZe posluziti kao sirovina za druge to rezultira
potpuno ekoloskom pristupu obradi hrane.
Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske promjene kao posljedicu biotransformacije simbioticki
zdruzene kulture bakterija octene i mlijeCne kiseline te kvasaca (kombucha) tijekom 12 dana
uzgoja u kompleksnoj (kora lubenice) i viSe kemijski definiranih podloga s razli€itim izvorima
ugliika. U kemijski definiranim podlogama glavni izvori ugljika bili su glukoza, fruktoza i
saharoza prisutni u istim koncentracijama (30 g/L), dok su u kompleksnoj podlozi koncentracije
izvora ugljika bile razliCite; glukoze (25 g/L), fruktoze (21 g/L) i saharoze (6 g/L). Tijekom
fermentacija praceni su i odredivani sljedeéi parametri:

- koncentracija etanola i nastalih organskih kiselina (octene, glukonske i mlije¢ne),

- utjecaj temperature, pH vrijednosti te razli¢itih izvora ugljika na sintezu BNC u

kompleksnoj i kemijski definiranim podlogama,

- kinetika sinteze BNC u kompleksnoj i kemijski definiranim podlogama,

- utjecaj povrsine i dubine hranjive podloge na sintezu BNC u kompleksnoj podlozi,

- utjecaj povrSine bakterijske celuloze na kapacitet zadrzavanja i brzinu otpustanja vode,

- odredivanje kristalininosti bakterijske celuloze.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. CELULOZA: MORFOLOGIJA, STRUKTURA | IZVORI

Medu prirodnim biopolimerima, celuloza je najzastupljenija na Zemlji i predstavlja jedan od
glavnih obnovljivih izvora. Ovaj prirodni polisaharid otkriven je 1838. godine kada je Anselme
Payen izolirao vlaknasti materijal iz biljnih tkiva nakon obrade kiselinom i amonijakom, iako se
razjaSnjenje polimerne strukture pripisuje Hermannu Staudingeru (Seddigi i sur., 2021).
Celuloza se uglavnom dobiva hidrolizom drvne biomase. U bilkama se celulozna vlakna
nalaze u stani¢noj stijenci fiziCki i kemijski vezana za druge spojeve kao Sto su lignin,
hemiceluloza i pektin (slika 1). Ova celulozna vlakna imaju promjer od 10-50 uym i sastoje se
od celuloznih fibrila s promjerom u nanometrijskom rasponu. Te fibrile formiraju glukozni lanci
s kristaliniénm (uredenim) i amorfnim (neuredenim) podrucjima. S molekularne to¢ke gledista,
celuloza je linearni homopolimer sastavljen od povezanih 3-1,4-D-glukoznih jedinica pod
kutom od 180° i s 3 hidroksilne skupine u svakoj od glukoznih jedinica (Klemm i sur., 2018).
Ova struktura daje materijalu hidrofilnost i kiralnost. Osim toga, mozZe se enzimski razgraditi i
kemijski modificirati zbog velike koliine hidroksilnih (-OH) skupina povezanih vodikovim
vezama. Medutim, konaéna svojstva celuloze odredena su supramolekularnim redom i

organizacijom.
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Slika 1. Shema strukture celuloze: od sastava biljne stani¢ne stijenke prema molekularnoj

razini (prema Klemm i sur., 2018)



Tijekom proteklog desetljeéa intenzivno su istrazivane nanoceluloze kao &to su celulozni
nanofibrili/celulozna nanovlakna (CNF) i celulozni nanokristali (CNC), njihova izolacija i
uporaba kao glavnih materijala ili za pojaCanje struktura. Za ekstrakciju nanoceluloze, nativha
bilina polukristalna celuloza se hidrolizira i amorfni dio uklanja ¢ime se dobiva elementarna
kristali€na struktura. Postupak se odvija u dva koraka: prvi korak uklju€uje tretiranje luzinama
(obi€¢no natrijev ili kalijev hidroksid) ili kiselinama. Drugi korak uklju€uje koristenje kiselina,
enzima, oksidanata, mehanickih koraka ili kombinaciju svih njih u svrhu uklanjanja
neceluloznih komponenti. Medutim, nanoceluloza se takoder moze dobiti promjenom izvora
celuloze, smanjenjem ili izbjegavanjem koraka obrade i kemijskih tretmana. To je slu¢aj kod
nekoliko mikroorganizama koiji proizvode nanocelulozu kao $to su bakterije ili tunikati (Beluhan
i sur., 2024).

100 um 10 um 1pm 100 nm 10 nm

! T l Promjer vlakana | 1\ l

Biljna celuloza (BC) Bakterijska nanoceluloza (BNC)

Slika 2. SEM snimka usporedbe uzoraka BC i BNC koja pokazuje povezanu 3-D mrezu

celuloznih vlakana (prema Taokaew, 2024)

2.1.1. KristaliniCna struktura celuloze

Izvor celuloze i primijenjene kemijske modifikacije tijekom hidrolize odreduju kristalini¢nost
strukture celuloze. Ta struktura pruza opée informacije o reaktivnosti i stabilnosti celuloze kao
i interakciju izmedu hidroksilnih skupina izmedu lanaca. Do danas su identificirane Cetiri
kristalini¢ne strukture: I, II, l1l'i [V. Ove se strukture mogu uociti kao triklinska (lg) ili monoklinska
(lo) kristalografska prostorna skupina. Dok je prva identificirana u vecini alga i bakterija, druga

se nalazi u viSim biljkama i termodinamicki je stabilnija, iako obje strukture mogu koegzistirati
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u prirodnoj celulozi. Ovi se alomorfi mogu razlikovati po udaljenosti i orijentaciji lanca koji
sadrZi razli¢ite vodikove veze kao &to je prikazano na slici 3. Kao $to se mozZe primijetiti, glavna
razlika je u pomaku strukturnih jedinica. ls sadrzi dvije B-1,4-D-glukozne jedinice s rotacijom
od 180° izmedu sebe kao strukturnu jedinicu (celobioza), dok Ig ima dvije simetricno povezane

glukoze kao strukturnu jedinicu.

{100)

Celuloza I

Slika 3. Projekcija strukture celuloze | na (110) ravninu (A) i Ig na (100) ravninu (B) koja
prikazuje vodikove veze. C,D) Lan&ani raspored celuloze |q u [1-1-0] smjeru i (C) i Ig u [0-1-0]

smjeru (D) koji prikazuje pomak plo¢e (prema Naomi i sur., 2020)

Ostali polimorfi celuloze dobivaju se kemijskom obradom celuloze |. Celuloza Il se priprema
regeneracijom (otapanjem i taloZenjem) odnosno mercerizacijom (alkalna obrada) celuloze | i
smatra se najstabilnijom strukturom. Ovisno o koncentraciji luZine i vremenu mercerizacije,
kompleks se mozZe vratiti u izvornu konfiguraciju celuloze | ili nepovratno transformirati u
celulozu Il. Alomorfi celuloze 11l dobivaju se nakon obrade amonijakom celuloze | i celuloze I,
dobivajuéi celulozu Il odnosno celulozu IV. Oba alomorfa su reverzibilna nakon zagrijavanja
u vodi i posjeduju monoklinsku strukturu iako je raspored lanaca razli€it (usporedan u celulozi
Il i antiparalelan u celulozi IV). Celuloza IV dobiva se termi¢kim obradama celuloze |1l (Naomi
i sur., 2020).



2.2. BAKTERIJSKA NANOCELULOZA (BNC)

Svjedoci smo vremena u kojem rastu regulatorni zahtjevi za smanjenjem jednokratnih
plasti¢nih proizvoda te njihovom zamjenom biorazgradivim materijalom, $to ¢e u buduénosti
rezultirati pove¢anom potraznjom za celulozom. Medutim, postoji potreba za namjenskim
razumnijim koristenjem Sumskih resursa i plantaza (glavni izvor celuloze) jer nekontrolirano
kréenje Suma dovodi do promjena stanista i bioraznolikosti, povecanja temperature okolisa i
klimatskih promjena. Bakterijska nanoceluloza (BNC) pokazala se kao dobar kandidat za
alternativni izvor obnovljivih materijala temeljenih na celulozi. Bakterijsku nanocelulozu (BNC)
prvi je opisao Brown kada ju je, kao prozirnu membranu, poput Zelea, pronasao u matici
vinskog octa. Mikroorganizam koji proizvodi pelikulu nazvao je Acetobacter xylinus. Medu
bakterijama, nekoliko drugih rodova moze izlu€ivati celulozu, poput Agrobacterium,
Aerobacter, Sarcina, Azobacter, Pseudomonas ili Salmonella. Bakterije octene kiseline roda
Komagataeibacter (ranije Gluconacetobacter ili Acetobacter) su Gram-negativhe aerobne
bakterije Stapi¢astog oblika (0,6-0,8 um promjera i 1-3 um duljine) koje se mogu pronadi
tijekom fermentacije Secera (osteceno ili trulo voée, sok, pivo, vino ili ocat). Komagataeibacter
xylinus je posebna vrsta, ujedno koridtena u ovom radu, komercijalno dostupna i uvelike
prou€avana zbog svoje sposobnosti proizvodnje nanoceluloze iz Sirokog spektra ugljika i
izvora duSika te kao jedna od vrsta s najveCom sposobnoScu sintetiziranja nanoceluloze.
Jedna bakterijska stanica moZe polimerizirati do 200 000 molekula glukoze u sekundi
(Beluhan i sur., 2022).

Bakterijska nanoceluloza nalazi se na sucelju izmedu zraka i teku¢e hranjive podloge koja
opskrbljuju bakterijsku stanicu hranjivim tvarima. Tijekom rasta stanice luce celulozna
nanovlakna stvarajuéi prozirnu pelikulu od isprepletenih vlakana. Ta pelikula djeluje kao
samoobrambeni mehanizam prema UV zra€enju i dehidraciji dok u isto vrijeme sprjeCava
potencijalnim konkurentima pristup hranjivim tvarima i poboljSava kolonizaciju pravilnim

pristupom dovoda kisika.

2.3. BIOSINTEZA BAKTERIJSKE NANOCELULOZE (BNC)

Biosinteza bakterijske celuloze prikazana je na slici 4 i sastoji se od dva slozena koraka koji
ukljuCuju enzime, katalitiCke komplekse i regulacijske proteine Cije se potpuno razumijevanje
jo$ proucava. Prvo, polimerizacija 3-1,4- glukanskih lanaca do celuloze odvija se u citoplazmi
bakterijske stanice i zatim na periplazmatskoj membrani dolazi do sklapanja lanca i

kristalizacije (Mishra i sur., 2022).
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Slika 4. Gorniji dio slike: shema stati¢ne laboratorijske proizvodnje BNC i dobivanje prozirne
pelikule sa strukturom isprepletenih nanoceluloznih fibrila (TEM slika). Donji dio slike: shema
prikazuje detaljan put biosinteze razli¢itih biomolekula uklju&enih u sintezu BNC u K. xylinus

(prema Mishra i sur., 2022)

Biosinteza BNC se odvija u dva koraka:

1) Kada se glukoza koristi kao glavni izvor ugljika, prvo se glukoza fosforilira putem
glukokinaze. Zatim se glukoza-6-fosfat (Glc-6-P) izomerizira do glukoza-1-fosfata (Glc-1-P)
pomocu fosfoglukomutaze. Nakon toga, uridin difosfoglukoza (UDPGIc) sintetizira UDPGlc-
pirofosforilazu (UGPaza) i konac¢no, odvija se reakcija sintaze celuloze i polimerizacija jedinica
glukoze stvaraju¢i B-1,4-glukanske lance. Ova reakcija je pojaCana prisutnoScu ciklicke



digvanilne kiseline (c-di-GMP). U njihovoj odsutnosti, enzim (UGPaza) ostaje neaktivan iliima
nisku aktivnost.

2) Celulozne molekule sintetizirane unutar bakterija spajaju se stvarajuci protofibrile (ili
elementarne fibrile) promjera 2-4 nm. Ovi protofibrili (B-1,4-glukanski lanci) izlu€uju se iz
stani¢ne stijenke bakterija i formiraju isprepletene vrp&aste strukture koje Cine fibrile promjera
10-100 nm i 1- 9 ym duljine. Ti fibrili ostaju povezani s bakterijskim stanicama ¢ak i tijekom
dioba stanica, stvarajuéi isprepletenu mrezu s poznatom strukturom grananja kao bakterijska
celulozna ovojnica. Ako se ekstruzija celuloznih fibrila nastavi izvan stanice majke, svaka ¢e
stanica kcéer istisnuti fibrile manjeg promjera, stvarajuéi to¢ku grananja, no ti fibrili postizu
izvorni promjer kao i kod stanice majke (Mishra i sur., 2022).

Vrste Gluconobacter xylinus i Agrobacterium tumefaciens pokazale su se kao prikladni
kandidati za sintezu BNC zahvaljujuci enzimima i metaboli¢kim putevima koje posjeduju (slika
4). UoCeno je da rodovi bakterija Gluconacetobacter, Agrobacterium i Sarcina uspjesSno
proizvode BNC u prirodnim i kompleksnim podlogama putem metabolizma oksidativhe
fermentacije (Huang i sur.,, 2014). Od svih navedenih rodova, gram-negativna bakterija
Komagateibacter najveci je proizvoda¢ BNC. Nakon inicijacije sinteze, lanci glukoze formirani
unutar bakterijske stanice izlaze kroz mikroskopske stani¢ne pore i isprepli¢u se tvoreci fibrile
8to u konacnici dovodi do formiranja celulozne vrpce (Costa i sur., 2014). Navedene vrpce
povezivanjem kreiraju visokoporoznu mrezZastu strukturu, a celulozni lanci povezani su intra-
i intermolekularnim vodikovim vezama. Kada se koriste kao biokompoziti, fibrili bakterijske
nanoceluloze su i do 100 puta manji od biljnih celuloznih vlakana (slika 2). Od nekolicine
bakterijskih vrsta, Komagaeitobacter sp. zasad je jedina koja proizvodi BNC u komercijalno
isplativoj koli¢ini. Neki od proizvoda dobivenih od BNC ukljuéuju obloge za rane,
visokokvalitetne dodatke papiru, vlakna filtarskih plo¢a, Zvakace gume, stabilizatore hrane,
itd. Raspored vlakana osigurava poroznost i visoku mehani¢ku snagu BNC stvarajuci zbijenu,
bijelu i Zelatinoznu strukturu na granici medij-zrak. Molekularna struktura BNC identi¢na je
biljnoj celulozi, no izmedu njih postoji velika razlika u fizikalno-kemijskim svojstvima kao Sto
su biokompatibilnost, poroznost, Ccisto¢a, polimerizacija, vlacna C¢vrstoéa, kapacitet

zadrzavanja vode i moguc¢nost reciklacije (biorazgradivost) (Wu i sur., 2014).

2.3.1. Hranjive podloge za uzgoj

Sastav hranjive podloge klju¢ni je ¢imbenik za pravilan rast i razvoj bakterija te proizvodnju
BNC. Medu sastojcima hranjivih podloga nuzni su izvor i koncentracija ugljika i duSika. Dok je
ugljik vazan za rast i razmnozavanje bakterija te Cini okosnicu celuloznog lanca, dusik je nuzan
za metabolizam stanica i €ini izmedu 8-14 % suhe tvari biomase bakterija. U nastojanju da se

dobije najbolji omjer proizvedene BNC uz nize troSkove, kao izvor ugljika prou€avani su



monosaharidi, oligosaharidi, alkoholi, organske kiseline te u novije vrijeme poljoprivredni
otpad. Kvascev ekstrakt, polipepton ili kukuruzna mocevina (CSL), medu ostalima, primjeri su
izvora duSika. Najveci prinos BNC uoCen je pri visokoj koncentraciji ugljika i minimalnoj
koncentraciji dudika. U nekim istrazivanjima dodane su aminokiseline, anorganske soli,
vitamini ili ulja za povecanje prinosa BNC (Sanwal i sur., 2023).

Na proizvodnju BNC svakako jo$ utje€u i pH hranjive podloge, temperatura, otopljeni kisik,
brzina mijeSanja, vrijeme uzgoja te volumen i oblik posude za uzgoj (slika 5). Bakterije mogu
rasti u hranjivim podlogama s rasponom pH izmedu 4 i 7, iako su najveci prinosi BNC uoceni
pri pH vrijednostima izmedu 4 i 5. Osim toga, kako broj bakterija raste, tijekom procesa
fermentacije dolazi do nakupljanja glukonske, octene i mlije€ne kiseline, te je dodavanje
pufera u medij potrebno za odrzavanje pH u optimalnom rasponu. Temperatura moze utjecati
na kristalinicnost BNC i rast bakterija. Opcéenito, optimalni prinosi dobiveni su na
temperaturama izmedu 25 i 30 °C. Koncentracija otopljenog kisika u hranjivoj podlozi ovisi o
obliku spremnika i takoder je vazna jer visoke koncentracije smanjuju proizvodnju BNC dok
niske koncentracije ometaju rast bakterija octene kiseline i time smanjuju prinos. Osim toga,
duZe razdoblje inkubacije i laka dostupnost hranjivim tvarima dovode do debljih filmova i veéeg
prinosa BNC (slika 5).

lzvor ugljika i koncentracija

— Medij

lzvor duika i koncentracija
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Dodatni aditivi u mediju
— Temperatura

—— Dostupnost kisika

— Vrijeme inkubacije

. Volumen i oblik posude

PARAMETRI UZGOJA KULTURE

. Bakterijski soj

"~ Staticka, agitacijska ili . e e .
. — Brzina mijesanja
bioreaktorska

biosinteza

Slika 5. Parametri uzgoja nuzni za optimalan prinos BNC (prema Sanwal i sur., 2023)



Osim toga, relevantan je i soj koji se koristi te nacin uzgoja. Zabiljezeno je da bakterije
spontano mutiraju kada se opetovano kultiviraju ili mijeSaju. Te mutacije mogu proizvesti

stanice koje ne proizvode BNC u dovoljnoj koncentraciji, smanjujuci prinos procesa.

2.3.2. Metode biosinteze BNC

Danasnje metode za proizvodnju BNC mogu se provoditi u statiCkim ili mijeSanim uvjetima, a
u vecim mijerilima provode se u bioreaktorima s kontinuiranom ili polukontinuiranom
fermentacijom. Odabir metode uzgoja ovisit ée o Zeljenim konacnim morfolodkim, fiziCkim i
mehanickim svojstvima sintetizirane BNC. Nakon inokulacije bakterijskih stanica, na povrsini
hranjive podloge sintetiziraju se izboCena celulozna nanovlakna dok se ne postigne kriticna
toCka gustoce te se pojavljuju dvije neovisne populacije. Proces se ponavlja dok dostupnost

kisika ili hranjivih tvari ne dosegne svoje kriticne tocke (slika 6).
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Slika 6. Shematski prikaz tijeka sinteze BNC pelikule sloj po sloj u statiCkim uvjetima (prema
Kamal i sur., 2022)

Stati¢ni uzgoj tradicionalni je pristup koji se viSe koristi za sintezu BNC na laboratorijskoj razini.
Posuda za uzgoj puni se sviezom hranjivom podlogom inokuliranom bakterijama i inkubira
izmedu 1-14 dana na odgovarajuéoj temperaturi (25-30 °C) i pH (izmedu 4-7). Nakon toga, na
granici zraCno-tekuée povrsine stvara se pelikula. Gromovykh i suradnici (2020) predlozili su
viSestupanijski slojeviti postupak kako bi objasnili razmnozavanje bakterija i sintezu BNC u
statickim uvjetima. Kao $to slika 6 prikazuje, tijekom prve faze stanice rastu i razmnozavaju
se izlu€ujudi celulozna nanovlakna tijekom procesa i proizvode tanki film koji prekriva povrsinu.

Kako broj bakterijskih stanica raste, izlu€uju viSe vlakana i time povrSinski film (pelikula)
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postaje guséii ¢vrséi. U nekom trenutku, gustoca je dovoljno visoka da ometa stanice da dodu
do povrsine i pojavljuju se dva razli¢ita podrucja s dvije populacije bakterija koja se razvijaju
samostalno. Bakterije smjeStene u gornjem dijelu ne mogu i¢i na dno podloge i nastaviti rasti
i izlu€ivati celulozna nanovlakna stvarajuc¢i novi sloj. Nakon nekog vremena gustoCa se
povecava i situacija se ponavlja. Bakterije na vrhu hranjive podloge nastavljaju zadebljavati
pelikulu dok zarobljene bakterije povezuju razliCite slojeve pelikule i podebljavaju ih. Kod
bakterija koje se nalaze u dubljim dijelovima posude, kako se koncentracija otopljenog kisika
smanijuje, sinteza se usporava dok se ne dosegne kriticna toCka dostupnosti kisika te sinteza
BNC prestaje i stanice prelaze u stanje mirovanja. Sli¢no tome, rast pelikule BNC uvelike ovisi
o povrsini podrucja sucelja tekuéina-zrak, poprimajuci oblik te povrsine. U pokuSaju povecanja
prinosa proizvodnje BNC za komercijalne svrhe istrazivano je smanjenje broja dana uzgoja
kulture drugim metodama biosinteze kao $to su mijeSanje ili uporaba bioreaktora. Uzgoj se
odvija pod istim uvjetima kao i kod staticnog, no uz neprekidno mijeSanje koje opskrbljuje
bakterije rezervnim kisikom. Uz mijeSanje, u hranjivoj podlozi se sintetizira BNC u obliku
vlaknastih nakupina, sfere (peleta) ili nepravilne mase. Za takav uzgoj vazni su dodatni
parametri kao $to su brzina rotacije, ne-Newtonovsko mije3anje, a potrebno je uzeti u obzir i
ispravnu opskrbu kisikom. Medutim, nije znacajno uoceno poveéanje proizvodnje BNC,
najvjerojatnije zbog pojave neceluloznih mutanata. Osim toga, BNC proizvedena uz mijeSanje
ima nizi stupanj polimerizacije, ne$to nizu kristalini¢nost, nizi Youngov modul, te visu
viskoznost i stabilnost emulzije. Bioreaktorska kultura se, s druge strane, stalno opskrbljuje
hranjivim tvarima i kisikom za povecanje produktivnosti te za prevladavanje nekih ograni¢enja
primije¢enih pri statichnom uzgoju. Medutim, velika potroSnja energije za rast bakterijskih

stanica naglasava potrebu ekonomiénijih pristupa (Zhong, 2020).

2.3.3. Strukturna svojstva BNC

BNC ima 3-D poroznu hidrogelnu strukturu izgradenu od mreze vlakana tanjih od biljnih
celuloznih vlakana. Ta vlakna su kemijski €ista, bez lignina, hemiceluloze i pektina. Medutim,
za pravilnu usporedbu, BNC treba usporediti s ostalim nanocelulozama kao $to su CNF i CNC.
BNC ima visoku kristaliniCnost, do 90 % u usporedbi s 40-70 % za CNF, visi stupan;j
polimerizacije (do 8000) od CNC-a te veliku aktivhu povrSinu. Takoder, sadrZi visok postotak
vode (vise od 90 % svoje tezine) Sto se pripisuje prirodnoj hidrofilnosti celuloze, porozne
strukture i visokog omjera S$irine i visine. Osim toga, slojevi pelikule BNC posjeduju veca
mehanicka svojstva (Youngov modul od 15-35 GPa i vlatna ¢vrstoca od 150-300 MPa) u
usporedbi s CNF-om. Uglavnom se sastoji od |4 (70-80 %) s malim omjerom lg, iako sastav
varira u ovisnosti o uvjetima kulture, u usporedbi s CNF i CNC, koji se uglavhom sastoje od

lg. U usporedbi s drvnom pulpom ili mikrokristalinichom celulozom, BNC ima 150 °C nizu
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energiju aktivacije za poCetak prve faze toplinske razgradnje. Nadalje, neka od tih svojstava
kao Sto su kristalinicnost, poroznost i mehaniCka svojstva pelikule mogu se mijenjati i
podedavati dodavanjem razli€itih aditiva u hranjivu podlogu. Zbog visoke koncentracije
dostupnih hidroksilnih skupina, moze se, na primjer, oksidirati amonijevim persulfatom ili
TEMPO-m (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-oksil) za povecanje njegove reaktivnosti ili se
njihovom esterifikacijom s organskim kiselinama dobivaju visokohidrofobni BNC filmovi. BNC
moze takoder biti modificirana ugradnjom, polimera, metalnih nanodcestica ili keramike,
stvarajuc¢i kompozitne materijale koji kombiniraju svojstva obje komponente (Blanco i sur.,
2018).

2.4. PRIMJENA BNC

BNC je svestrane prirode, a posjeduje i nekoliko jedinstvenih svojstava kao $to su visoka
sposobnost zadrZzavanja vode, poroznost, visok stupanj Cistoce i rastezljivosti pa je kao takva
korisna u raznim primjenama (Ullah i sur., 2016). Kako je BNC sli¢na kemijskoj strukturi biljne
celuloze, a superiornija u svojstvima, puno se vise koristi u medicini, farmaciji, kozmetici i hrani
(slika 7). Posliednjih desetlje¢éa upotreba nanoceluloze u biomedicini sve viSe raste;
nanoceluloza pokazuje svojstva odlicnog temelja i osnove za poticanje rasta stanica i tkiva

zahvaljujuci svojoj biokompatibilnosti, biorazgradivosti i isplativosti.

Bakterijska
nanoceluloza

[ J ] [ J J

Umijetna ko?a Zasladivadi Kozmeticke maske Membrane
Umijetne krvne Zile Pica Kontaktne lece Tekstil

Materijali za previjanje Dijetalna hrana Adsorbensi

Zubni implantati Sredstva za zguinjavanje Filtracijski materijali

Slika 7. Primjena BNC u razli¢itim podru¢jima (prema Mishra i sur., 2022)

2.4.1. Biomedicinska primjena

U biomedicini BNC se najviSe primjenjuje u podrucjima kao $to su presadivanje koZe, odnosno
kao umjetna koza, krvne zile, materijali za previjanje rana i kao agenti za ciljano doziranje
lijekova u kostanom tkivu. Zahvaljujuéi jakom veznom sklopu izmedu hidroksilnih grupa,

mrezasta vlakna BNC pokazuju tendenciju samopovezivanja. Mreza inter- i intramolekularnih
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vodikovih veza kreira sloj visoke dodirne povrSine i poroznosti $to osigurava brojna mjesta
vezanja lijekova unutar vlakana. U ranim devedesetima po prvi puta uo€eno je kako je BNC
od velike pomoci prilikom hitne zamjene opecene koze (Moraes i sur., 2016). Zbog svojih
svojstava kao Sto su vodopropusnost, elasticnost, pravilno prijanjanje na rane i otpornost na
Stetne mikroorganizme, BNC osigurava izvrstan privremeni materijal za traumatske ozljede,
pritisne rane, poderotine koze, dijabetiCke rane te mjesta transplatacije koze. Takoder ubrzava
zacjeljivanje $to pomaze u smanjenju boli na mjestu ozljede (Islam i sur., 2021).

Osim prethodno razmatranih izravnih primjena BNC, kontinuirano isprobavanje i testiranje
njezinih svojstava nuzno je za poboljSanje i proSirenje njezine upotrebe. U tom kontekstu,
razvijeno je nekoliko nanokompozita s improviziranim svojstvima, a prikazani su na slici 8.
Nanokompozit mozemo opisati kao visefazni Evrsti materijal u kojem barem jedna od faza ima
jednu, dvije ili tri dimenzije manje od 100 nanometara ili strukture koje imaju nano razmake

izmedu ponavljajucih faza koje tvore materijal (Mishra i sur., 2022).
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Slika 8. Grafi¢ki prikaz sinteze BNC i njezinih nanokompozita.( prema Mishra i sur., 2022 )

Opisani nanokompoziti su termostabilniji i imaju bolju elastiCnost i rastezljivost od nativne BNC
(slika 9) Sto poboljSava mehaniCka svojstva i poti€e njenu primjenu kao zelatinskih
nanokompozita i BNC-kolagena (Moraes i sur., 2016). Istrazivanja su pokazala kako aloe vera
gel na bazi BNC, nastao dodavanjem 30 % (v/v) aloe vera gela u podlogu za uzgoj, rezultira
vecom sposobnosSc¢u zadrzavanja vode i poboljSanju kristaliniCne strukture, za razliku od svog
nativnog analoga. BNC kitozan, nanokompozit sa svojstvom sporog otpustanja vode koristan
je u lijeCenju dekubitusa, Cireva i rana koje inaCe tesSko zacijeljuju. Zahvaljujuéi svojoj
biokompatibilnoj prirodi, pelikule BNC korisne su u zacijeljivanju kosti buduci da osteoblasti,
ljudske stanice odgovorne za zacjeljivanje prijeloma kosti, pokazuju izvrsno prijanjanje uz njih
(Islam i sur., 2021).
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Slika 9. Graficki prikaz svojstva hidrogeliranja BNC korisnog za ciljano doziranje lijekova

pomocu nanocestica (prema Mishra i sur., 2022 )

Kao nosac lijekova, BNC je pokazala pozitivan uc€inak kod antimikrobnih agensa kao i kod
srebrnih nanocestica na bazi celuloznih (Ag-BNC) metalnih biokompozita. Ag-BNC ucinkovita
je u antimikrobnom djelovanju i na gram-pozitivne kao i na gram-negativhe mikroorganizme.
Takoder je pokazala pozitivne rezultate kao nosac filmom obloZzenog paracetamola uz pomoé
mehanizma oblaganja filmom u in vitro istraZivanjima (Islam i sur., 2021).

Nekoliko drugih primjera BNC ukljuéuju zubne implantate, umjetnu roZnicu, bubnijice, te
sr€ane zaliske (slika 10) (Islam i sur., 2021). Medutim, usprkos dobrim svojstvima i
ucinkovitosti, postoje odredeni izazovi u vezi s kontroliranom isporukom lijekova, kontrolom
veliine pora tijekom sinteze i strukturnoj uniformnosti (sli¢nost sastava na povrsni kao i u
jezgri). Kako bi BNC postala biomaterijal s ve¢éom dodanom vrijedno$¢u, potrebno je jos

mnogo ulaganja i istraZzivanja u relevantnom podrucju.

Implantat .

Nosac za lijekove Dijagnostika

Slika 10. Mogu¢nosti Siroke primjene bakterijske nanoceluloze u biomedicinskom podrucju
(prema Mishra i sur., 2022)
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2.4.2. Prehrambena primjena BNC

Kao 3to i samo ime nalaze, BNC proizvode bakterije u vrlo &istom obliku. BNC proizvedena u
razli¢itim hranjivim podlogama moze sadrzavati boju i okus te podloge, na primjer, sintetizirana
na podlozi koja sadrzi vocni sirup kao supstrat sadrzavat ¢e okus i pigment koristenog voéa.
Isto tako, proizvedena BNC moze biti razli¢itih oblika kao §to su to filamenti, sfere ili filmovi.
Navedena svojstva BNC kao Sto su visoka Cisto¢a i moguénosti promjene okusa, boje,
teksture i oblika Cini ju potencijalnim kandidatom za prehrambene potrebe. Njezina uporaba
kao sastojka hrane poboljSava stabilnost hrane u Sirokom rasponu pH i temperature te u
uvjetima smrzavanja i odmrzavanja. Zahvaljujuéi svom ugodnom okusu i jednostavnoj
proizvodnji, BNC po imenu Nata, porijeklom s Filipina, koristi se kao tradicionalni prehrambeni
desert na jugoistoku Azije. Prirodni crveni pigment Monascus ispitan je kao bojilo za BNC, a
nastali morfoloski stabilan kompleks Monascus-BNC daje okus sli€an mesu i ponasa se kao
alternativa mesu za vegeterijansku prehranu (Shi i sur., 2014). Druge korisne primjene BNC
u prehrambenoj industriji ukljuéuju zgusnjavanje, geliranje i vezanje vode. Kada se koristi kao
sredstvo za zguSnjavanje, BNC se dodaje u pastu sastojaka $to dovodi do poja¢anja ljepljivosti
Citave smjese. Isto tako, njezina primjena kao sredstvo za stabilizaciju rezultira zadrzavanjem
sadrZaja vlage u proizvodu, na primjer, upotreba BNC u sladoledu omogucuje zadrzavanije
njegovog oblika najmanje 60 minuta dok se isti sladoled bez nje u istom vremenskom intervalu
potpuno otopi. Kao sredstvo za Zeliranje, BNC pobolj8ava teksturu i &vrstocu tofua. Kada se
dodaje u Cokoladu kao sredstvo za suspenziju, prihvaca Cestice kakaovca Sto sprjeCava
njegovo nepozeljno talozenje (Han i sur., 2018).

BNC se moze koristiti za pripremu prehrambenih sastojaka s niskim udjelom masti, na primjer,
dodavanje umjesto masti surimiju povecava njegov kapacitet zadrzavanja vode zahvaljujuci
njezinoj mrezastoj strukturi. Isto tako, dodavanjem 10 % BNC u mesne okruglice poboljSava
njihovu socCnost i sposobnost Zvakanja Sto ju €ini odlichom zamjenom za masnocu u
emulgiranim mesnim proizvodima (Khirrudin, 2012). Odredeni materijali proizvedeni iz BNC
mogu se Kkoristiti kao materijal za pakiranje, na primjer, materijal sastavljen od PLA
(polimlije¢ne kiseline) i BNC koriSten je za pakiranje hrane. Navedeni materijal pokazao je
bolja mehanicka svojstva u usporedbi s Cistom PLA, zadrZavajuci svoju biokompatibilnost i
transparentnost (Xiao i sur., 2012). Antimikrobni agenti mogu biti inkorporirani u materijale za

pakiranje kako bi se bolje odrzala kakvoca tijekom skladiStenja.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Tijek istrazivanja

Komercijalna &ista kultura Komagateibacter xylinus uzgajana je 12 dana na 3 standardne
Hestrin- Schramm (HS) podloge pripravljene u promijenjenom sastavu ugljika; glukoza,
fruktoza i saharoza te na kompleksnoj podlozi dobivenoj od kore lubenice (KL). Shematski
prikaz istrazivanja prikazan je na slici 11. Tijekom istraZivanja pracene su promjene pH
vrijednosti, nastajanje organskih kiselina (octene, glukonske i mlijeCne), prinos BNC te
kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpustanja vode (WRR). Morfolodke strukture

proizvedenih BNC pelikula analizirane su pomoéu skeniraju¢e elektronske mikroskopije

(SEM) i pomoc¢u FT-IR spektroskopske analize.

Priprema ciste kulture K. xylinus:

- YPM medij, 25 °C, 12 dana

- Petrijeva ploca s GYC agarom,
25°C, 8 dana

- YPM medij, 25 °C, 5 dana

v

Priprema kompleksne podloge (KL):

- suspendiranje kore lubenice u vodii
homogenizacija

- filtracija i sterilizacija (autoklav, 121 °C,
20 minuta)

v

Kemijski definirane Hestrin-Schramm (HS)
podloge:
1. HS-Glc, 30 g/L glukoza
2. HS-Fru, 30 g/L fruktoze
3. HS-Sah, 30 g/L saharoze

!

Nacjepljivanje i fermentacija:
- razli¢ite dubine i povriine posuda,
prekrivene gazom
-14 dana, 28 °C

[

\]

/ Analiza BNC: \

- odredivanje mase i prinosa BNC

- debljina BNC pelikule

- prociséavanje BNC pelikule

- kapacitet zadrZavanja i otpustanja
vode (WHC i WRR)

-utjecaj povréine i dubine HP

- odredivanie kristalini¢nosti BNC

KFI'—IR, SEM /
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v

/ Analiza prevrele podloge: \

- centrifuga 10 min, 2500 o/min,
izdvojen supernatant

- odredivanje ukupne kiselosti i pH

- koncentracija octene kiseline (g/L)

- koncentracija mlijecne kiseline (g/L)

- koncentracija glukonske kiseline (g/L)

- dinamika potrosnje Secera

N J

Slika 11. Shematski prikaz cjelokupnog istrazivanja



3.2. Materijali

3.2.1. Uporabljene kemikalije i uredaji

U radu su uporabliene sljede¢e kemikalije (proizvodaci): glukoza (GRAM MOL, Zagreb,
Hrvatska), kvas€ev ekstrakt (Biolife, Milano, Italija), pepton (Biolife, Milano, lItalija), CaCOs3
(Kemika, Zagreb, Hrvatska), agar (Merck, Darmstadt, Njemacka), EtOH (GRAM MOL, Zagreb,
Hrvatska), Na:HPO4 (Merck, Darmstadt, Njemacka), limunska kiselina (Merck, Darmstadt,
Njemacka), tripton (Merck, Darmstadt, Njemacka), sojin pepton (Merck, Darmstadt,
Njemacka), NaCl (kemika, Zagreb, Hrvatska), U radu su KkoriSteni slijedeci uredaji
(proizvodadi): analiticka vaga Sartorius ENTRIS 153-1S (Sartorius, SAD), blender model
MMBM401W (Bosch, Gerlingen, Njemacka), pH-metar "Methrom”, model 744 (Svicarska),
termostati Memmert IF40 na 28 °C i 37 °C (Memmert, Long Island City, SAD), laboratorijska
tresilica inkubator IKA@KS 4000i control (SMITA Chemical Lab, New Delhi, Indija), elektronski
mikroskop Tescan Vega 3 EasyProbe (Tescan, Brno, Ceska), IR-spektrofotometar ALPHA-

Trasmittance FTIR Spectrometre (Bruker, Karlsruhe, Njemacka).

3.2.2. Radni mikroorganizam, sirovine i testni mikroorganizmi

Radni mikroorganizam, bakterija K. xylinus, nabavljena je u liofilizicanom obliku iz DSMZ
German Collection of Microoorganisms and Cell Cultures, Leibniz Institute, GmBH.

Lubenice su uzgojene u Dolini Neretve, a brane krajem svibnja 2024. godine te nabavljene u
lokalnoj trgovini u Zagrebu. Pomno su oprane pod teku¢om vodom da se uklone ostaci zemlje
i necCistoCa te dva puta isprane. Nakon Sto su razrezane u ploske, nozem je u potpunosti

uklonjena pulpa s kosticama sve do bijelog dijela pulpe i kore.

3.3. Metode

3.3.1. Priprema diste kulture za fermentaciju

Komercijalna Cista kultura K. xylinus je, prema naputcima proizvodaca, pripravljena u tekucoj
YPM kKulturi na tresilici pri 25 °C tijekom 10 dana uzgoja u asepti¢nim uvjetima u termostatu.

Nakon toga je 1 mL uzgojene kulture nacijepljen na Petrijeve plo¢e s GYC agarom metodom
kose niti te su plo€e stavljene u termostat tijekom 8 dana pri 25 °C (slika 12 B). Nakon toga je
s izraslih plo¢a precijeplieno 10° CFU/mL u 100 mL teku¢e YPM kulture te je ponovno
uzgajana na tresilici pri 25 °C tijekom 5 dana (slika 12 A). Ovako uzgojena kultura uporabljena

je u daljnjim istrazivanjima.
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Slika 12. Cista kultura K. xylinus uzgojena u YPM podlozi: a) aktivacija liofilizirane kulture u

tekucoj podlozi (zavrsni uzgoj); B) uzgoj na ¢vrstoj podlozi
3.3.2. Priprema kompleksne podloge (kore lubenice)

Za pripremu podloge s korama lubenice (KL), 200 g kore lubenice je suspendirano u 500 mL
vode i samljeveno blenderom. Tako je pripravljeno 480 mL homogene smjese te je taj
postupak ponovljen jo$ tri puta. Cetiri jedinstvena homogenata kore lubenice su spojena i
zatim promijeSana. Dobiveni homogenat je propusten kroz tri sloja gaze za uklanjanje grubih
Cestica. Zatim je mutni filtrat filtriran kroz filtar papir pomocéu vodene pumpe, odvajajuéi bistru
otopinu od preostalih krutih Cestica. Bistra otopina je sterilizirana autoklaviranjem 20 minuta
pri 121 °C te je nakon toga koristena kao hranjiva podloga u daljnjim istrazivanjima. Postupak

je primijenjen visekratno, ovisno o potrebnim volumenima hranjive podloge u istrazivanju.

3.3.3. Kemijski definirane podloge uporabljene u istrazivanju

1) YPM podloga (eng. Yeast Peptone Medium; tekuca)

Sastav/L

Kvaséev ekstrakt 50g9
Pepton 3,09
Manitol 25,049
Destilirana voda 1,0L

Primjena: za aktiviranje i uzgoj liofilizirane komercijalne kulture K. xylinus.
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2) GYC agar (eng. Glucose Yeast Exstract Calcium Carbonate Agar)

Sastav/L
Glukoza

CaCOs

Kvascev ekstrakt

Agar

20,0g
20,0g
10,0 g
20,0g

Svi sastojci pomijeSani su u 1,0 L demineralizirane vode, dobro promije$ani i lagano

zagrijavani do vrenja. Sterilizirani su i razliveni na ploce.

pH 6,8 £ 0.2 pri 25°C

Primjena: za uzgoj i odrZzavanje Acetobacter spp. Acetobacter pasteurianus, Acetobacter

xylinum (K. kylinus), i Gluconobacter oxydans.

4) Standardna Hestrin—-Schramm (HS) podloga pripravljena je u promijenjenom sastavu

(tablica 1).

Tablica 1. Hranjive podloge za sintezu BNC uporabljene u istrazivanju

Hranjiva podloga

Naziv podloge

Sastav podloge

Kemijski definirane podloge - HS

podloga s promijenjenim izvorima ugljika

HS-Glc

30 g/L glukoze
5 g/L kvadCevog ekstrakta
5 g/L peptona
2,7 g/L NazHPO,
1,15 g/L limunske kiseline

HS-Fru

30 g/L fruktoze
5 g/L kvasc€evog ekstrakta
5 g/L peptona
2,7 g/L Na;HPO,
1,15 g/L limunske kiseline

HS-Sah

30 g/L saharoze
5 g/L kvadCevog ekstrakta
5 g/L peptona
2,7 g/L NaxHPO4
1,15 g/L limunske kiseline

Kompleksna podloga — kora lubenice

KL

25 g/L glukoze
21 g/L fruktoze
6 g/L saharoze
izvori N, P | faktora rasta su
iz kore lubenice

pH podloga podesen je na 5,0 pomoc¢u 0,1 M NaOH i HCI. Podloge su sterilizirane i inokulirane

s 10 mL prethodnog uzgojene Ciste kulture K. xylinus i 10 % (v/v) prethodno fermentirane

podloge. Erlenmeyerova tikvica od 300 mL koje sadrze 100 mL podloge i staklenke od 750 i
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1000 mL koje sadrze 250, i 300 mL podloge prekrivene su sterilnom gazom kako bi se osigurali
aerobni uvjeti. Fermentacija je provedena na 28 °C tijekom 12 dana u stati¢kim i asepti¢nim
uvjetima. Plutajuce pelikule uklanjane su svakih 48 h fermentacije kako bi se odredila masa
BNC (g). BNC proizvedena (g/L) u podlogama s pripadajuéom koncentracijom izvora ugljika
odabrana je za daljnju karakterizaciju. Prevrele podloge centrifugirane su pri 2500 okr/min
tijekom 10 minuta, a supernatanti su uporabljeni za daljnja odredivanja. Eksperimenti su

izvedeni u tri primjerka.

3.4. Analiticke metode

3.4.1. Odredivanje prosje€nog sastava kore lubenice

Suha tvar odredena je prema metodi AOAC 930.15, suSenjem uzorka do konstantne mase.
Sadrzaj sirovih proteina odreden je prema metodi AOAC 976.05, po Kjeldahl protokolu (6,25
uporabljen je kao faktor za proracun). Udio sirove masti odreden je prema metodi AOAC
920.39 Soxhlet aparatom, a udjel sirovih minerala prema metodi AOAC 942.05 (2005).
Koncentracija Secera (glukoza, fruktoza i saharoza) i kiselina (octena, glukonska i mlije€na
kiselina) odredena je HPLC-om (Shimadzu, Japan) pomoc¢u kolone Supelcogel C610H (300
mm x 7,8 mm; Supelco Analytical, Bellefonte, PA, SAD ) i odgovarajuéi zastitni stup
(Supelcogel H, 50 mm x 4,6 mm). Analiti su eluirani izokratski s 0,1 % fosfornom kiselinom pri
brzini protoka od 0,5 mL/min i 55 °C. Seéeri su detektirani i kvantificirani detektorom indeksa
loma (Shimadzu RID-10). Organske kiseline su analizirane pomoc¢u UV/VIS detektora
(Shimadzu SPD-M10Avp Diode Array Detector, Shimadzu, Kyoto, Japan).

3.4.2. Odredivanje pH vrijednosti i ukupne kiselosti

pH uzoraka mjeren je svakodnevno kalibriranim pH metrom. Ukupna kiselost izraZena je kao

% (v/v) octene kiseline pomocu sljedece jednadzbe (1):

Ukupna kiselost (%) = (V X M X 6/Vzorak) ) X 100 [1]

gdje je (V) mL NaOH, (M) je molaritet NaOH, a (Vuzorak) je volumen (mL) uzorka.
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3.4.3. Odredivanje suhe tvari

BNC pelikule dobivene nakon 12 dana stacionarnog uzgoja izvagane su na analitickoj vagi u
mokrom stanju, a zatim osuSene do konstantne teZine na 80 °C/12 h u suhom sterilizatoru.
Nakon toga su suhe BNC pelikule ponovno izvagane na analitickoj vagi, a suha tvar je

izraCunata prema sljedecoj jednadzbi (2):

Suha tvar (O/O) = (mvlazna = msuha) /mmokra X 100 [2]

3.4.4. Debljina BNC pelikule

Debljina svake BNC pelikule (75 x 75 mm) dobivene iz razliCitih C-izvora izmjerena je
na pet razlicitih polozaja vodootpornim digitalnim vanjskim mikrometrom (Insize, Kina).
Ujednacenost je odredena kao standardna devijacija (SD) pet mjerenja, a rezultati su

izraZzeni kao srednja vrijednost + SD.

3.4.5. ProciS¢avanje BNC pelikule

BNC pelikule izdvojene su iz hranjivih podloga, isprane s 0,1 M NaOHt te su stavljene na filtar
papir i toplinski obradene na 80 °C tijekom 60 minuta. Ovaj je postupak ponovljen dvaput kako
bi se uklonile pri¢vrs¢ene stanice i necistoce ugradene u BNC matricu. Zatim su obradene
BNC pelikule uronjene u destiliranu vodu kako bi se uklonili zaostali sastojci hranjive podloge
i drugi ostatci te su ostavljene dok pH vode nije postao neutralan. Konac¢no, procis¢éene BNC
pelikule su osuSene na 105°C do konstantne mase (slika 13). Koncentracija je odredena kao

masa (g) BNC medija kulture/volumen (L).

Slika 13. Fotografski prikazi osudenih BNC pelikula nakon procis¢avanja: A) BNC HS-Sah; B)
BNC KL
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3.4.6. Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode (eng. Water-Holding Capacity; WHC)

Kapacitet zadrzavanja vode BNC odredivan je nakon 12 dana fermentacije. BNC je iz prevrelih
podloga izvadena pomocu plasti¢ne pincete, protresena da se ukloni visak tekuéine i nakon
toga izvagana. Nakon vaganja BNC je 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 (3) (Shezad i sur., 2010):

WHC = (masa vode uklonjena tijekom suSenja/suha tvar bakterijske celuloze) [3]

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

Za odredivanje brzine otpustanja vode iz novo sintetizirane BNC, 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
filtar papirom (Shezad i sur., 2010). Rezultati su prikazani grafi¢ki kao odnos mase otpustene

vode u odredenom vremenu.

3.4.8. Odredivanije kristalini¢nosti bakterijske celuloze (jodni broj)

Odredivanje jodnog broja izvodi metodom koja se temelji na odredivanju koli¢ine apsorbiranog
joda u amorfnim podrucjima celuloze. Ta se koli¢ina odreduje indirektno, titracijom preostalog
joda u otopini s 0,01M NazS,0s.

Uzorak BNC (0,3 g) stavljen je u Erlenmeyer tikvicu od 250 mL sa Slifom te preliven s 2 mL
otopine joda (5 g |2 + 40 g Kl + 50 mL H20). Reakcija je trajala 3 minute i nakon toga je u
reakcijsku smjesu dodano 100 mL zasi¢ene Na SO4, sve je promijeSano i ostavljeno na
tamnom mjestu 1-4 h uz mijeSanje (magnetna mjesalica). Nakon toga je preostali jod odreden
titracijom s 0,01 M Na>S,03 uz skrob kao indikator (na 50 mL otopine za pipetiranje dodano je
50 mL demineralizirane vode i 1 mL 8kroba (0,5 %-tna otopina). Slijepa proba (sve isto osim
BNC).

Koli¢ina apsorbiranog joda je izraunata prema jednadzbi (4):

~ (a—b)*2,04%2,54
| broj = ~ (mg l2/g BNC) [4]
m(1-155)

1-T00
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gdje je:

a — volumen 0,01 M Na2S:03 utroSen za slijepu probu (mL)

b - volumen 0,01 M Na>S20s3 utroSen za titraciju uzorka (mL)

m — masa uzorka (g)

w — udjel vlage (%)

Apsorpcija joda moze posluziti za odredivanje indeksa kristaliniCnosti jer se dogada u
amorfnim dijelovima molekule celuloze. Inverzna vrijednost jodnog broja razmjerna je
kristalini¢nim dijelovima celuloze i izrazava se kao indeks kristalini¢nosti prema jednadzbi (5)

koju su predlozili Nelson i sur., (1970):

Cr I =100 — (1 broj /412) - 100 (%) 5]

3.4.9. Odredivanje utjecaja povrsine i dubine hranjive podloge na kinetiku sinteze BNC

Svi istrazivani uzorci pripravljeni su u staklenim posudama sljedecih dimenzija:
Kemijski definirane i kompleksna podloga (podloga s korom lubenice)

- Staklena posuda volumena 720 mL (d = 14 cm; h = 8 cm; a = 153,9 cm?).

- Staklena posuda volumena 1000 mL (d = 10 cm; h =9 cm; a = 153,9 cm?).

- Staklena posuda volumena 1000 mL (d = 14 cm; h = 18,5 cm; a = 153,9 cm?).

3.5. Mikrostrukturna odredivanja BNC

3.5.1. FT-IR spektroskopija

Svi uzorci bakterijske celuloze 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™.

3.5.2. Pretrazna elektronska mikroskopija (eng. Scaning Electron Microscopy; SEM)
Pretrazna elektronska mikroskopija (SEM) napravljena je na instrumentu TescanVega 3
Easyprobe s volframovom Zarnom niti pri ubrzavaju¢em naponu 5 kV. Uzorci su prethodno

napareni vodljivim slojem zlata i paladija.
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3.6. Ucinkovitost sinteze BNC

Nakon 12 dana fermentacije BNC pelikule su izdvojene iz Erlenmeyer tikvica i staklenih
posuda i oprane demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao pocetnu

pH vrijednost. Prinos biomase BNC (g) izraCunat je prema sljedecoj jednadzbi:

(P-Po)
\%

Prinos BNC (g/L) = (6]

Koeficijent konverzije supstrata u biomasu Ys (%) izraCunat je prema jednadzbi (7):

(y vlazne biomase nakon fermentacije-y vlaznog inokuluma)

Yws (9/9)= [7]

(y izvora C na pocetku fermentacije - y izvora C na kraju fermentacije)

gdje je P koli¢ina proizvedene BNC (g), Po je po€etna masa pelikule BNC (g), V je volumen

hranjive podloge (L), a t je vrijeme reakcije (h).

3.7. Statisticka analiza podataka

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

softvera Origin 2022. Odstupanje se smatralo znacajno razli€itim pri p < 0,05.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Prosjecan sastav kompleksne hranjive podloge (kora lubenice)

Rast i metabolizam mikroorganizama ovise o povoljnim uvjetima za njihov rast, kao sto su
optimalni pH, temperatura i odgovarajué¢e hranjive tvari. Sto se ti¢e potonjeg, komponente
nekog voca i povréa moze osigurati potrebne nutritivhe sastojke iz hranjivih podloga. Stabljike
i kore voca i povréa Cesto se odbacuju ili koriste kao kompost; medutim, ovi dijelovi imaju
visoku nutritivnu vrijednost jer sadrze znatnu koli¢inu Secera i proteina, a njihova bi uporaba
mogla znacajno smanijiti troSkove proizvodnje hranjivih podloga za uzgoj (Mimiran i sur.,
2020). Ovo istrazivanje imalo je za cilj prikazati moguénost valorizacije kore lubenice prema
njihovom sastavu makronutrijenata za uzgoj BNC. Prosje€an sastav kore lubenice naveden

je u tablici 2.

Tablica 2. ProsjeCan sastav kore lubenica uporabljenih u istraZivanjima

Parametar Vrijednosti
Masa kore (g) 1000 + 0,02
Viaga (%) 14,98 + 0,01
Pepeo (%) 3,92 £ 0,03
Masti (%) 3,82 +0,02
Proteini (%) 3,71 £0,02
Vlakna 8%) 15,23 £ 0,25
Askorbinska kiselina (g/100 g) 6,4 £0,25
pH 6,29 + 0,02
Ukupni Seceri (%) 5,2 +0,05
Saharoza (%) 0,6 + 0,35
Reducirajuci Seceri (%) 4,6 £0,15
Glukoza (%) 25+0,23
Fruktoza (%) 2,1 +0,17

Masena koncentracija proteina, pepela, ukupnih masti i vlakana u kori lubenice bio je 3,71 %
(tez/tez), 3,92 % (tez/tez), 3,82 % (tez/tez), odnosno 15,23 % (tez/tez). Medu reduciraju¢im
Secéerima glukoza je bila dominantan izvor ugljika, zastupljena u kori s 2,5 % (tez/tez). Maseni
udjel glukoze, kao i fruktoze, 2,1 % (tez/tez) bio je zna€ajno viSi od udjela saharoze, 0,6 %

(tez/tez) u korama lubenica uporabljenim u istrazivanju.
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4.2. pH vrijednost i nastajanje organskih kiselina (kombucha)

Svaki mikroorganizam ima optimalan pH raspon za svoj rast i sintezu BNC, a kontrola pH
vrijednosti hranjivih podloga kriti¢na je za visoku produktivnost. Slika 14 prikazuje promjene u
pH vrijednosti u kombuchi s razli€itim izvorima ugljika kao supstratima tijekom fermentacije.
Kao $to se moze vidjeti na slici 14, smanjenje pH vrijednosti u HS podlogama (HS-Glc i HS-
Sah) slijedile su obrnuti eksponencijalni zakon s najbrzim opadanjem vrijednosti na pocetku
fermentacije (do Cetvrtog dana). Po€etna pH vrijednost svih ispitivanih uzoraka bio je 5,0, uz
primjetni pad na pH 3,6 i 3,75 u podlogama s glukozom i saharozom dok je nakon Cetiri dana
fermentacije u podlozi s fruktozom pH vrijednost blago pala na 4,6. U podlogama s korom
lubenice (KL) smanjenje pH vrijednosti je kontinuirano lagano padalo do kraja fermentacije
(12 dana) kad je izmjerena pH vrijednost iznosila 3,55. Nakon osmog dana pad pH vrijednosti
je u sve tri kemijski definirane HS podloge postao znatno sporiji te je na slici 14 vidljiva pH
stagnacija do kraja fermentacije. Smatra se da su optimalne pH vrijednosti za sintezu BNC od
4,5 do 6,5 pri €emu je najveca ucinkovitost oko 6,5 dok je ispod vrijednosti 3,5 sinteza BNC-a
inhibirana. Medutim, Puspawati i Arihantana (2016) su dokazali da su izolirane bakterije
mlije¢ne kiseline iz kombuche bile otporne na pH nizi od 2,0. Kiselost hranjive podloge
smanjuje se kada je prethodno fermentirana maj€inska tekucina iz prethodne fermentacije
dodana tijekom inokulacije BNC, ¢ime se onemoguc¢ava pojava plijesni i omogucava zastita

od nepoZzeljnih mikroorganizama.

5,5 1
-2 HS-Glc
-@ HS-Sah
5,0 —A: HS-Fru
--KL
4,5
T
o
4,0 4
3,5
Wy —a
3,0 T T T T T T T T T T T T T T T 1
-2 0 2 4 6 8 10 12 14

Vrijeme (dani)

Slika 14. Promjena pH vrijednosti tijekom 12 dana fermentacije u podlogama s razli€itim

izvorima ugljika
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U KL podlozi ukupna kiselost (% v/v) rasla je linearno s vremenom od 3,1 % do 9,64 % na
kraju fermentacije (slika 15). Metabolizam ugljika rezultiralo je nakupljanjem octene,
glukonske i mlije€ne kiseline i smanjenom pH vrijedno$¢u. Prethodno je objavljeno da brzo
smanjenje pH vrijednosti tijekom fermentacija ne povecéava proizvodnju BNC, vec je uglavhom
posljedica povecanja koncentracija organskih kiselina kao primarnih metabolita (Gullo i sur.,
2018). Koncentracija analiziranih organskih kiselina tijekom 12 dana fermentacije kombuche
prikazana je na slici 15. Octena i glukonska kiseline su primarne organske kiseline koje
proizvode bakterije octene kiseline u kombuchi, no iako u manjoj koncentraciji, odredena je i
mlijec¢na kiselina. Koncentracija octene kiseline tijekom procesa fermentacije u KL mediju
povecana je potrosnjom glukoze bakterijama octene kiseline. Unato¢ konstantnom, ali sporom
rastu od pocetka uzgoja (0,21 g/100 mL), na kraju procesa je konacna koncentracija octene
kiseline bila 1,55 g/100 mL. Glukonska kiselina bila je druga glavna organska kiselina
pronadena u metabolizam kombuche, ali se stvarala u nizim koncentracijama od octene
kiseline (0,85 g/100 mL). Poveéana koncentracija glukonske kiseline rezultira snizenim pH
hranjive podloge, odnosno smanjenjem intracelularne pH vrijednosti. Najmanje vrijednosti

zabiljeZene su na kraju uzgoja u koncentraciji mlije€ne kiseline (0,45 g/mL).
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—&— Glukonska kiselina
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— - 1,2 - )
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c v, =
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Slika 15. Promjena koncentracije ukupnih kiselina, octene, glukonske i mlije€ne kiseline

tijekom fermentacije u KL podlozi
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4.3.Sinteza BNC

Uobicajeni ¢imbenici koji utje¢u na proizvodnju BNC-a uklju€uju hranjivu podlogu za rast,
uvjete okoliSa i stvaranje nusproizvoda. lIzluCivanje egzopolisaharida (BNC) obi¢no je
najuodljiviie kada su bakterije koje su proizvodadi opskrbliene obilnim izvorima ugljika i
minimalnim izvorima dusika (Chawla i sur., 2009). Pocetna koncentracija Se¢era i mnogi
razli¢iti Cimbenici trebali bi utjecati na koncentraciju svakog metabolita proizvedenog u
kombuchi i kemijski sastav proizvoda.

Ucinak razli€itih izvora ugljika iz kemijski definirane (HS) hranjive podloge, odnosno mono-
saharida (3 % (tez/vol) glukoze i 3 % (tez/vol) fruktoze) i disaharida (3 % tez/vol) saharoze),
na suhu tvar i prinos proizvedenog BNC prikazan je na slici 16. Buduci da razli¢ite bakterije
imaju razlicite enzimske i metabolicke sustave, mogu Koristiti razli€ite izvore ugljika za rast i
proizvodnju BNC uz razli¢itu u€inkovitost. Pove¢ana proizvodnja BNC mogla bi ovisiti o
ucinkovitom koristenju izvora ugljika. lako su strukturno vrlo sli¢ne, glukoza i fruktoza dale su
iznenadujuce razli€ite prinose BNC. Glukoza i saharoza stalno su proizvodile visoke prinose
BNC dok je fruktoza davala mnogo nize prinose (slika 16). Kako je proizvodnja BNC razmjerna
rastu stanica, moguce je da se fruktoza ne moze iskoristiti za rast stanica tako ucinkovito kao
glukoza (Tabaii i Entiazi, 2016).

—B—HS-Glc(g/L) — ®— HS-Sah (g/L) —A— HS-Fru (g/L)
—O—BNC-Glc (g/L) = O— BNC-Sah (g/L) —4A— BNC-Fru (g/L)
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Slika 16. Dinamika potrodnje Seéera i BNC sinteze u modificiranoj HS hranjivoj podlozi
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Isti ciljevi su ispitivani na kompleksnoj (KL) podlozi s 0,6 % (tez/vol) saharoze te 2,5 % (tez/vol)
glukoze i 2,1 % (tez/vol) fruktoze kao glavnim izvorima ugljika (slika 16). Zanimljivo je da je KL
hranjiva podloga u poletku sadrzavala 2,1 % (teZ/vol) glukoze, pribliZzno istu koli€¢inu kao i
standardna HS podloga. Rezultati su pokazali da je sadrzaj fruktoze tijekom fermentacije nizi
od sadrzaja glukoze 3to sugerira da su stanice kvasca preferirale fruktozu kao izvor ugljika.
Istrazivanja Neffe-Skocinska i suradnika (2017) takoder pokazuju da je nakon 23-satne
fermentacije kombucha ¢aja na 20-22 °C, 88 % fruktoze i samo 40 % glukoze metabolizirano
u etanol. Cini se da tip metabolicke aktivnosti kvasaca odreduje konverzije ovih $eéera tijekom
fermentacije. Stanice kvasca i AAB Kkoriste supstrate za fermentaciju na razliCite i
komplementarne nacine. AAB koristi glukozu za proizvodnju glukonske kiseline i etanol za
proizvodnju octene kiseline (Jayabalan i sur., 2014). Precizan mehanizam biokemijskih
promjena tijekom fermentacije zaSecerenih hranjivih podloga sa simbiotickim sustavom

kvasac-AAB je slozen pa redoslijed i detaljna slika tih promjena nisu u potpunosti razumljivi.
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Slika 17. Dinamika potroSnje SecCera i BNC sinteze u KL hranjivoj podlozi

Slika 18 ilustrira debljinu sintetizirane BNC pelikule (mm) prema dodanom izvoru ugljika. Prvi,
oku vidljiv tanki sloj sintetizirane pelikule uocen je ve¢ prvog dana uzgoja. Visina sloja BNC

stalno se povecavala do kraja uzgoja. Debljina KL-BNC pelikule linearno se povecéavala do
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sedmog dana (12 mm), nakon Cega je uoCena blaga stagnacija u porastu debljine koja se
nastavila do kraja uzgoja (21 mm). Najveca brzina sinteze i debljina BNC pelikule postignuta
je u mediju HS-Glc, gdje je debljina na kraju kultivacije iznosila 25 mm. BNC sintetizirana u
HS-Fru imala je najmanju debljinu pelikule na kraju uzgoja (18 mm), uz blagu stagnaciju u
porastu 11. dana uzgoja. Sinteza BNC u HS-Suc supstratu bila je najsporija prva tri dana, s
debljinom pelikule od samo 2 mm, nakon &ega je linearno rasla i na kraju procesa dostigla
vrijednost od 20 mm. BNC s razli¢itim debljinama imaju razli€it potencijal primjene. Kontrola
ovog parametra moze biti vazna za odabir njihove primjene, a postize se jednostavnim

izborom izvora ugljika.
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Slika 18. Kinetika sinteze BNC pelikula u kemijski definiranim (HS) i kompleksnoj (KL)

hranjivim podlogama

Ne postoji izravna veza izmedu mase (mokre ili suhe) i debljine BNC pelikule. U ovom radu
debljina BNC sintetizirane u podlozi s Cistom glukozom bila je niza od one dobivene iz sloZenih
KL izvora ugljika, ali BNC iz kompleksne hranjive podloge imala je ve¢u suhu masu nego iz
HS-Glc podloge (slika 19). To je vjerojatno bilo povezano s razliitom strukturom BNC pelikula

proizvedenih u podlogama s razli€itim izvorima ugljika.
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Slika 19. UcCinak razlicitih izvora ugljika na sadrzaj vlage sintetiziranih BNC pelikula

4.4. Ucinak povrsSine i dubine medija kulture na proizvodnju BNC-a

S obzirom na proizvodnju BNC, bitno je naglasiti da sastav hranjive podloge, pH vrijednost i
temperatura nisu jedini gimbenici koji utjieéu na ukupni prinos pelikule. Cimbenici kao $to su
oblik posude ili bioreaktora, povrsina i volumen za stati¢ni uzgoj kulture takoder su bitni. Kada
se uzgaja u stati¢énim uvjetima, BNC formira debelu ovojnicu na granici zrak-tekucina jer
aerobne bakterije proizvode nanocelulozu samo na povrsini podloge (Zhong, 2020). Kada
BNC pelikula pluta na povrSini, sintetizira se sve dok povrSina otopine nije u potpunosti
prekrivena. Nakon toga se sintetizira pelikula sloj po sloj. Optimalna aeracija ili zra¢ni kontakt
hranjive podloge odreden je omjerom povrSine/volumena i dubine (a/h) te predstavlja bitan
¢imbenik koji utje€e na sintezu BNC u stati€hom uzgoju kulture. Za postizanje razli€itih
povrsina koriStene su staklenke razli€itih veli€ina i volumena. Kada je koriSten mali volumen
podloge (250 mL), dubina u staklenci bila je mala, a BNC je proizvedena samo kao tanki sloj
i bila je ograni¢enog prinosa. S vec¢im volumenima od 720 mL do 1000 mL postignuti su bolji

odnosi izmedu povrsine i prinosa BNC (tablica 3).
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Tablica 3. Utjecaj omjera povrsine i dubine hranjive podloge na prinos BNC nakon 12 dana

uzgoja u kompleksnoj (KL) i kemijski definiranim podlogama (HS)

Hranjiva Volumen Volumen Konc. Promjer Dubina PovrSina Odnos Debljina

podloga posude podloge Seéera posude (cm) (cm?) BNC
(mL) (mL) (g/L) (cm) h a a/h (mm)
HS-Glu 720 250 30 14 8 153,94 19,24 26
HS-Fru 720 250 30 14 8 153,94 19,24 18
HS-Sah 720 250 30 14 8 153,94 19,24 22
KL1 720 250 52 14 8 153,94 19,24 25
KL2 1000 300 52 10 9 153,94 8,73 21
KL3 1000 300 52 14 18,5 153,94 8,32 18

Ucinak dubine hranjive podloge na proizvodnju BNC ispitan je sintetiziranjem pelikule u
staklenkama i tikvicama razli¢itih volumena i dubina (tablica 3). Kad je dubina hranjive podloge
za fermentaciju bila zna&ajno razli¢ita (npr. 8 cm i 18,5 cm), proizvodnja BNC uglavnom je
ovisila o volumenu podloge. Dobiveni rezultati slaZzu se s Goh i suradnicima (2012) koji su
otkrili da se u dubokim spremnicima sintetizira manja koli€¢ina BNC. Koli¢ina zarobljenog
ugljienog dioksida mogla bi objasniti ova opazanja o veli¢ini pelikule. Sto je hranjiva podloga
dublja, to se viSe ugljicnog dioksida nakuplja u ovojnici. Pelikula je manje aerobna pa su rast
stanica i stvaranje pelikule inhibirani jer su bakterije octene kiseline obvezni aerobi. Stoga je

omijer povrsine/dubine hranjive podloge vitalan u sintezi BNC.

4.5. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC), brzina ispustanja vode (WRR) i

vrijednost apsorpcije joda (ISV)

BNC ima mnoga intrinzi€na svojstva koja ju €ine idealnom za zastitu ozlijedenog tkiva tijekom
previjanja i regeneraciju rana, posebno za opekline tkiva i kao privremenu zamjenu za
osteéeno tkivo. MoZe zadrzati vlagu, apsorbirati eksudat iz rane i ubrzati granulaciju te
omoguciti laku i bezbolnu promjenu obloga bez oStecenja novonastale koze. To je klju¢no jer
prodiranje djelatnih tvari u ranu olak8ava vlazna okolina (Gorgieva i Tréek, 2019).

Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpustanja vode (WRR) najvaznija su fizicka
svojstva BNC pelikula s obzirom na biomedicinsku primjenu BNC kao materijala za zavoje.

Varijacije izmedu WHC-a povezane su s porozno$éu i povrsinom svake BNC pelikule. Sto je
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veca povrsina i veliina pora, znacajnija se koli¢ina vode veze u BNC matrici. Slike 20 i 21
prikazuju WHC i WRR svojstva BNC sintetiziranih u istrazivanim hranjivim podlogama.

Prema dobivenim rezultatima WHC BNC sintetizirana u KL podlozi je pokazala najvecu
sposobnost zadrZzavanja vode (105 + 4,2 %), a BNC sintetizirana u HS-Sah je pokazala
neznatno manju sposobnost (100,1 + 3,16 %). Uzorci BNC sintetizirani u HS-Glc (89 * 3,57
%) i HS-Fru (85 £ 2,61 %) bili su podjednaki, no imali su nizi kapacitet zadrZzavanja vode (slika
20). Koli¢ina molekula vode koje prodiru kroz nanoceluloznu matricu i difundiraju u amorfna

podrucja uglavnom ovisi o snazi fizicke adsorpcije te veli€ini i broju pora u BNC pelikulama

(Fijalkowski i sur., 2016).
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Slika 20. Kapacitet zadrzavanja vode (WHC) u BNC sintetizirane u razli¢itim hranjivim

WHC (%)

Hranjiva podloga

podlogama

Sposobnost otpustanja vode drugo je vazno svojstvo pelikule BNC. Na slici 21 prikazana je
kinetika otpustanja vode iz uzoraka BNC tijekom 96 sati pokusa. Iz slike je vidljivo da je
izmjereni specifi¢ni udjel vode (g BNC/g uzorka) u po€etku bio najveéi u uzorku sintetiziranom
u HS-Sah podlozi (128 + 4,2 g/g), slijedila ga BNC iz KL podloge (113 + 3,57 g/g) te HS-Glc s
100 + 3,15 g/g. Najmanja pocetna vrijednost je izmjerena u uzorku ugojenom na fruktozi (97
+ 4,35 g/g). Nakon 72 sata pokusa vrijednosti su bile potpuno jednake za BNC iz HS-Glc i HS-
Sah (20 £ 0,6 g/g i 20 £ 1,1 g/g) dok su BNC uzorci iz HS-Fru i KL pokazali nize vrijednosti
(13 £ 0,65 g/gi 11 £ 0,45 g/g). U svim je istrazivanim uzorcima apsorbirana voda za 96 sati
potpuno evaporirala (ishlapila) §to je pokazalo da nije ostalo vode vezane u BNC matriksu.
Izlazak molekula vode iz BNC matriksa uglavnhom ovisi o rasporedu mikrovlakana. Gusto

umrezena mikrovlakna vezu molekule vode puno ucinkovitije zbog jacih interakcija medu
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vodikovim vezama u strukturi nanoceluloznog matriksa. Prema literaturnim podatcima i
kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpustanja vode (WRR) jako su ovisni o
strukturnim znacajkama BNC, posebice o veli€ini i ukupnom volumenu pora. Uzorci s manjim
promjerima pora mogu zadrzZati vodu u matriksu duze vrijeme, ali veci promjer pora znaci da
¢e uzorak akumulirati viSe vode i time povecati kapacitet zadrzavanja vode (Ul-Islam i sur.,
2012).
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Slika 21. Brzina otpustanja vode (WRR) u BNC sintetizirane u razli¢itim hranjivima podlogama

Poznato je da su adsorpcijska svojstva BNC vlakana usko povezana s udjelom amorfnih
podru€ja u vlaknima. Test apsorpcije joda opéenito se smatra empirijskom metodom za
mjerenje pristupacnosti amorfnih dijelova nanoceluloze prema vodenim otopinama. U pocetku
je predlozen kao metoda za odredivanje stupnja mercerizacije. Kasnije je primjena prosirena
na odredivanje kristalini¢nosti celuloznih vlakana (Nikoli¢ i sur., 2018). Vrijednost apsorpcije
joda (ISV) predstavlja koli€inu joda apsorbiranog iz jednog grama nanoceluloznog supstrata.
S obzirom da se jod inkorporira u amorfne dijelove BNC, inverzna vrijednost jodnog broja je
razmjerna kristalini¢nim dijelovima BNC i izraZzava se kao indeks kristalini¢nosti (Crlisv). Jod
se veZze samo za manje uredena amorfna podru¢ja BNC pelikule, stoga se koli€ina
apsorbiranog joda smanjuje s povecanjem kristalininosti. Slika 22 predstavlja ISV vrijednosti
(mg/g) i izraCunati indeks kristalini¢nosti (Crlisv) BNC sintetiziranih u hranjivim podlogama s

razli€itim izvorima ugljika. ISV vrijednosti pokazale su da je najmanja koli€ina joda vezana za
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KL BNC (51,48 + 2,61 mg/g), a najve¢a za HS-Fru BNC (131,15 + 7,5 mg/g) i HS-Sah BNC
(122,0 + 6,2 mg/g). HS-Glc BNC vezala se 30 % viSe nego KL BNC, 77,87 + 3,91 mg/g.
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Slika 22. Vrijednosti apsorpcije joda (ISV) i indeks kristalinicnosti (Crlisv) BNC sintetizirane u

razli¢itim hranjivima podlogama

4.6. Morfologija BNC (SEM)

Makroskopski izgled BNC pelikula sintetiziranih na KL i HS podlogama bio je sli¢an, vidljiv u
obliku Zzelatinoznih pelikula formiranih na povrsSini tekuce faze podloge kulture. BNC
proizvedena stati¢nim uzgojem je hidrogelna opna s trodimenzionalnom (3D) mrezastom
strukturom koja se moze promatrati pod elektronskim mikroskopom (Tsuoko i sur., 2015).

Do danas se fermentacija kombucha napitka prvenstveno oslanjala na autohtonu mikrobiotu
ugradenu u BNC pelikulu (biofilm). Novi slojevi nastaju tijekom svakog dana fermentacije,
neovisno o tome radi li se o autohtonoj simbiotiCkoj kulturi ili Cistoj kulturi bakterija octene
kiseline uz dodatak autohtone mikrobiote iz kompleksne kemijske podloge. Populacije AAB
bile su posebno aktivne u plutajuéem biofilmu buduci da je za tu skupinu primije¢en najveci
porast populacije. MorfoloSke strukture proizvedenih BNC pelikula analizirane su pomocu
skeniraju¢e elektronske mikroskopije (SEM) (slike 23 i 24). Mikrografija slike 23 prikazuje
stanice kvasca sferi€nog oblika i stanice Gram-negativnih bakterija Stapicastog oblika (AAB).
Snopovi nanoceluloznih mikrofibrila promatrani su izravno s povrSine stanice tvoreci

trodimenzionalnu ovojnicu na granici zrak-tekucina (slika 24).
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SEM HV: 5.0 kV WD: 5.03 mm

SEM MAG: 20.0 kx BI: 8.00 | 2pm
Det: SE Date(midly): 05/16/24 |

Slika 23. SEM fotografija uzorka BNC sintetizirane u KL hranjivoj podlozi s vidljivom

mikrobiotom na povrsini pelikule

SEM HV: 5.0 kV

SEM MAG: 4.98kx |
Det: SE Date(midly): 05/16/24

Slika 24. SEM fotografija 3D nanocelulozne strukture BNC sintetizirane u KL hranjivoj podlozi

4.7. FT-IR spektroskopska analiza

Infracrveni spektri Fourierove transformacije (FT-IR) BNC uzoraka analizirani su kako bi se
dobio uvid u razliCitost morfologije i strukture BNC proizvedenih u razli€itim hranjivim
podlogama. Svi spektri pokazuju karakteristiCne trake kristalini¢ne strukture celuloze |. Slika

25 prikazuje spektar izmedu 400 i 4000 cm™ koji sadrzi nekoliko razli¢itih podruéja. Ta podrucja
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sadrze vrhove pojedinacnih kemijskih vibracijskih traka tipiCnih za IR spektre snimljene iz
nanoceluloze bakterijskog podrijetla i relevantne za mjerenje kristalinicnosti BNC pelikula.
Podrudje vodikovih veza na desnoj strani BNC spektra proteze se od 3800 do 3000 cm™ i
prikazuje odaziv koji se pripisuje O-H vibracijama rastezanja celuloze I. Vrlo uski vrh na 3408
cm™ predstavlja prisutnost intramolekularnih vodikovih veza (Cichosz i Masek, 2020).
Apsorpcijska vrpca na 2896 cm™' povezana je s asimetri¢nim C-H rastezanjem alifatskin CH>
i CHs skupina. Vibracije istezanja hidroksilnih skupina alkohola pojavljuju se kao Siroke
apsorpcijske trake u rasponu od 3600 do 3200 cm™. Slobodna hidroksilna skupina je
registrirana kao uska traka na oko 3600 cm™, a obi¢no se opaza kao $iroki signal koji odrazava
vodikovu vezu izmedu hidroksilnih skupina molekula alkohola. U IR spektrima sva Cetiri uzorka
vidljiva je apsorpcijska vrpca na 3350 cm™ koja se odnosi na hidroksilnu skupinu. Intenzitet
ovog apsorpcijskog pojasa je jak i Sirok $to moZe ukazivati na prisutnost slobodnih hidroksilnih
skupina u spojevima ispitivanih uzoraka. Alkani (zasi¢eni spojevi) pokazuju apsorpcijske trake
izmedu 2800 i 3000 cm™ buduéi da je ovaj raspon karakteristican za frekvencije rastezanja
C—H veze. Trake slabog intenziteta oko 2936 cm™ nalaze se u sva Cetiri uzorka $to je
posliedica frekvencije rastezanja C—H veze. Jos jedan relativno intenzivan vrh nalazi se na
1626 cm™ §to odgovara vibraciji savijanja molekula vode (H-O-H) apsorbiranih u strukturi
BNC. Najkompleksnije podruc¢je BNC FT-IR spektra je podrucje koje se kre¢e od 1430 cm™
do oko 850 cm™'. Dva karakteristi¢na signala pri 1430 cm™ i 1348 cm pripisuju se simetricnom
istezanju CH: i vibracijama CH: skupina izvan ravnine. Prema literaturnim podatcima
apsorpcijski pojas na 1430 cm™ pripisuje se visoko uredenim (kristaliniénim) podrucjima BNC
pelikule (Abol-Fotouh i sur., 2020). FT-IR spektri pokazuju &etiri intenzivna signala u podruéju
od 1160 cm™ do 1040 cm™ koji odgovaraju C-O-C antisimetricnom rastezanju p-1,4-glikozidne
veze, C-C i C-0O vibracijama istezanja i C-O-H savijanju ugljikohidrata. Apsorpcijske vrpce u
dijelu spektra od 1100 do 1030 cm™" odgovaraju frekvenciji rastezanja jednostruke C-O veze.
U svim uzorcima apsorpcijska vrpca srednje jakosti je oko 1042 cm™, a moZe se pripisati
eterskoj vezi prisutnoj u ugljikohidratima. Uzak vrh na 837 cm™, poznat kao "amorfna traka",
povezan je s izvanfaznim rastezanjem prstena B-1,4-glikozidnih veza u strukturi sintetiziranih
BNC. Konacno, izmedu 850 i 400 cm je podrucje koje sadrzi viSestruke trake koje odgovaraju
savijanju i rotaciji teSkih atoma. Dodijeljena apsorpcijska vrpca vrlo slabog intenziteta na 669

cm™ u spektrima svih uzoraka potvrduje prisutnost p-1,4-glikozidne veze (Wang i sur., 2018).
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5. ZAKLJUCCI

1) Kombucha je nutritivno vrijedni napitak vrlo slozenog sastava. Glavni proizvodi mikrobnog
metabolizma su organske kiseline (octena, glukonska i mlije¢na) te bakterijska nanoceluloza

(BNC) koja se sintetizira u obliku tanke opne (pelikule) i oblikuje na povrSini napitka.

2) Uzgoj BNC proveden je u staticnim uvjetima tijekom 12 dana fermentacije. Istrazivanja su
provedena u kemijski definiranim Hestrin-Schramm podlogama uz dodatak 30 g/L glukoze,
fruktoze i saharoze te kompleksnoj podlozi s dodatkom kore lubenice. Koncentracija $e¢era u

kompleksnoj podlozi bila je 25 g/L glukoze, 21 g/L fruktoze i 6 g/L saharoze.

3) U svim je uzorcima pad pH vrijednosti bio u korelaciji s pove¢anjem octene, glukonske i

mlije¢ne kiseline.
4) PovrSina posude za uzgoj i dubina hranjive podloge znacajno utje€e na prinos BNC.
Fermentacija se treba odvijati u plitkim posudama sa Sirokim grlom zbog $to boljeg otapanja

kisika iz zraka za bakterije octene kiseline koje su odgovorne za sintezu BNC.

5) Uc€inkovitost BNC da apsorbira ili otpusti velike koli¢ine tekuéine izriito ovisi o strukturnim

znacCajkama, posebice o specifi€noj povrsini i ukupnom volumenu te poroznosti strukture.

6) FT-IR spektroskopskom analizom dokazana je pretezito kristalinicna struktura BNC pelikula

u svim istrazivanim uzorcima.
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