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1. UVOD

Fermentirana hrana i pi¢a, u novije vrijeme, privlaCe sve veéu paznju potroSaca zbog
Cinjenice da jaCaju imunitet i opcenito pozitivno utjeCu na zdravlje Covjeka. Djeluju kao
antioksidansi i antikarcinogeni te posjeduju protuupalno i probioticko djelovanje (Tireki, 2022).
Jedan od takvih proizvoda je upravo i kefirni napitak (engl. water kefir). To je tradicionalno i
blago gazirano pi¢e, karakterizirano vo¢nim i kiselkastim okusom, s visokim udjelom mlije¢ne
kiseline (do 2 %) i relativno malim udjelom alkohola (uobi¢ajeno manje od 1 %) koje se dobiva
nakon Sto kefirna zrnca provedu fermentaciju vodene otopine Seéera u koju se moze dodati
suSeno ili svieze voce (Moretti i sur., 2022). Opisani napitak raSiren je po cijelom svijetu, ali
porijeklo kefirnih zrnaca i dalje ostaje nepoznanica. Pretpostavka je da polisaharidni matriks
zrnca potjeCe iz mesnatog liS¢a kaktusa indijske smokve. Vazno je istaknuti da kefirni napitak
sadrzi mikroorganizme (probiotike) uz koje se Cesto veze pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje.
Spominju se, na primjer, bakterije iz roda Lactobacillus i Bifidobacterium, ali i kvasci iz roda
Saccharomyces (Marsh i sur., 2013). Bakterije mlijeCne kiseline djeluju blagodatno na sastav
crijevhe mikrobne kulture, utjeCu na metabolizam kolesterola i apsorpciju kalcija te djeluju
antimikrobno i antimutageno. Bakterije mlijeCne kiseline su ve¢ stoljeCima sastavni dio ljudske
prehrane i mogu se smatrati prirodnim nacinom opskrbe probavnog sustava aktivnim tvarima
(Nejedly, 2021). U proizvodnji kefirnog napitka, saharoza se vecinom koristi kao izvor ugljika dok
svjeze ili suSeno voce predstavlja izvor dusika. Premda postoje brojni izvori ugljika i duSika,
poput grozda, jagoda, jabuka ili mrkve, koji se mogu Koristiti u proizvodnji kefirnog napitka,
najceS¢e se koriste svjeze ili suSene smokve (Tireki, 2022). Eksperimenti prikazani u ovom
diplomskom radu, provedeni su s ciljem ispitivanja moguc¢nosti koristenja hranjive podloge
dobivene ekstrakcijom suhih smokvi, pri razliitim vremenima zadrzavanja, u prizvodniji kefirnog
napitka. Na temelju rezultata dobivenih u preliminarnom dijelu izrade ovog diplomskog rada
(uzgoj u staklenkama) provedeno je ispitivanje mogucnosti koridtenja bioreaktora s cvrstim

slojem u biotehnoloSkoj proizvodniji kefirnog napitka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KEFIRNI NAPITAK

Kefirni napitak je gazirani napitak proizveden dodatkom kefirnih zrnaca u vodenu otopinu
Secera uz ili bez dodatka suhog voc¢a. Nakon 2 do 4 dana fermentacije na sobnoj temperaturi
pripremljen je alkoholni, gazirani napitak kiselog te vo¢nog okusa, ukoliko se u hranjivu podlogu
dodalo suseno voce (Kurtoi¢, 2020). Smokve, datulje, grozdice, limun i dumbir mogu se dodati u
podlogu da bi se osigurali faktori rasta za prisutne mikroorganizme, a ujedno doprinose i

ugodnom okusu kefirnog napitka (Nejedly, 2021).

U usporedbi s mlijeCnim kefirom, inaCe poznatijim od kefirnog napitka, koji osigurava
znacajne koli¢ine proteina, kao i probiotika te prebiotika, kefirni napitak moze biti zanimljiva
alternativa za izvor probiotika i prebiotika koju mogu konzumirati osobe alergine na mlijecne

proizvode (PavleCic i sur., 2024).

Kefirni napitak trenutno se naj¢eSc¢e proizvodi u kuéanstvima, kako je prikazano na slici 1.
Medutim, postoji nekoliko manjih postrojenja koja proizvode kefirni napitak. Fermentacija je
proces koji je teSko kontrolirati pa moze postati nestabilna, sto €ini proizvodnju kefirnog napitka
relativno kompleksnim postupkom jer nemogucnost kontroliranja fermentacije dovodi do
promjene u sastavu finalnog proizvoda. Osim toga, moze do¢i i do problema s aktivho$céu
prisutnih mikroorganizama, Sto utjeCe na ponovno koriStenje zrnaca, ali i uzrokuje teSkoce

prilikom prijenosa proizvodnje u vece mjerilo (PiSkor, 2020).
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Slika 1. Tradicionalna proizvodnja kefirnog napitka (prema Cufaoglu i Erdinc, 2023)



2.2. KEFIRNA ZRNCA

Inokulum za proizvodnju kefirnog napitka su tzv. kefirna zrnca. Gradena su od polisaharidnog
matriksa (vec¢inom dekstrana i manje koliCine levana) u koji su ugradeni mikroorganizmi,
odgovorni za fermentaciju kefirnog napitka, tvoreci slozenu strukturu (Moretti i sur., 2022). Kada
se zrnca kefirnog napitka dodaju u hranjivu podlogu, dio mikroorganizama se odvoji od zrnaca,
ali veCina ostaje vezana (Laureys i sur., 2019). U mikroorganizme koji se nalaze u sastavu
kefirnih zrnaca ubrajaju se bakterije mlijecne kiseline, bakterije octene kiseline, bifidobakterije te
kvasci (Moretti i sur., 2022). Zrnca imaju promjer od 5 do 20 mm, zelatinaste su strukture i
nepravilnog oblika koji podsjeca na cvjetacu, kao sto je vidljivo na slici 2. Mogu biti bijele do
sivkaste boje, no na boju moze utjecati boja voc¢a primijenjenog u napitku. Ova se zrnca nakon
procesa fermentacije mogu isprati te ponovo iskoristiti za sljede¢u pripremu kefirnog napitka
(Tireki, 2022), a poznata su i pod nazivom Tibicos koji potjeCe iz Meksika (Romero-Luna i sur.,
2020).

Slika 2. Zrnca kefirnog napitka (prema Guzel-Seydim i sur., 2021)



2.3. USPOREDBA KEFIRNOG NAPITKA | MLIJECNOG KEFIRA

MlijeCni kefir i kefirni napitak tradicionalno se proizvode od razliitih jedinstvenih Zelatinoznih

zrnaca koje sadrze probiotike, a poznata su kao zrnca mlijecnog kefira i zrnca kefirnog napitka

(Guzel-Seydim i sur., 2021). Zrnca kefirnog napitka sadrze dekstran, polimer glukoze, uglavhom

sastavljen od linearnih bocCnih lanaca povezanih a-D-1,6 i a-1,3 glikozidnim vezama. To je

glavna razlika u odnosu na mlije¢ni kefir Cija se zrnca sastoje od sloZenijeg heteropolisaharida

zvanog kefiran (Coma i sur., 2019). Ostale razlike izmedu kefirnog napitka i mlijeCnog kefira

prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Usporedba kefirnog napitka s mllije¢nim kefirom (prema Lynch i sur., 2021)

KEFIRNI NAPITAK

MLIJECNI KEFIR

Proizveden koriStenjem zrnaca kefirnog napitka

Glavni supstrat je otopina saharoze u koju se
dodaje suho ili svjeze voce

Moze fermentirati Siri spektar supstrata

Zrnca su prozirna, zelatinasta i manje otporna

Matriks zrnaca je prvenstveno graden od
a-glukana

Zastupljenije su bakterije octene kiseline
Kvasci iz roda Saccharomyces su dominantni
Bakterije iz roda Lactococcus su manje prisutne

Rijetko se pojavljuju kvasci iz roda Candida

Prikladno za potroSace koji su vegani ili ne
podnose laktozu

Proizveden koriStenjem zrnaca mlije¢nog kefira

Glavni supstrat je mlijeko goveda, npr. kravlje ili
kozje mlijeko

Raznolikost u pogledu razli€itih supstrata koji
se mogu fermentirati je manja

Zrnca su bijele ili krem boje i otpornija su

Matriks zrnaca je prvenstveno graden od
kefirana

Bakterije octene kiseline su manje zastupljene

Kvasci iz roda Saccharomyces su minorna
koponenta

Bakterije iz roda Lactococcus su zastupljenije

Cesée se pojavljuju kvasci iz roda Candida

Neprikladno za potro$ace koji su vegani i ne
podnose laktozu




2.4. MIKROORGANIZMI PRISUTNI U ZRNCIMA KEFIRNOG NAPITKA

Kefirna zrnca predstavljaju jedinstveni zivi ekosustav u prirodi, stvoren simbiotskim odnosom
izmedu bakterija i kvasaca (Nejedly, 2021). Mikroorganizmi koji su odgovorni za nastanak
produkta u kefirnom napitku veéinom su imobilizirani u kefirnim zrncima (Patel i sur., 2022).
Najzastupljenije medu njima su bakterije mlijeCne kiseline, kvasci, bakterije octene kiseline i
bifidobakterije. Fiorda i sur. (2017) navode da se mikrobni sustav zrnaca kefirnog napitka sastoji
vec¢inom od sljedec¢ih rodova: 70 % Lactobacillus, 10 % Leuconostoc, 10 % Acetobacter, 5 %
Bifidobacterium i 5 % drugih vrsta i rodova, a neki od tih rodovi i vrsta izoliranih iz kefirnih zrnaca

prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Mikroorganizmi izolirani iz zrnaca kefirnog napitka (prema Fiorda i sur., 2017)

Rod Vrsta
BAKTERIJE
Acetobacter A. fabarium, A. orientalis, A. lovaniensis

L. brevis, L. buchneri, L. casei, L. diolivorans,

L. fermentum, L. harbinensis, L. hilgardii,

L. hordeii, L. kefiranofaciens, L. kefiri, L. lactis, L. mali,
L. nagelli, L. paracasei,

L. parafarraginis, L. perolens, L. plantarum, L.
satsumensis

Leuconostoc L. citreum, L. mesenteroides.
Lactococcus

Lactobacillus

Pediococcus

Streptococcus
Lysinibacillus sphaericus,

Ostalo Oenococcus kitaharae,
Bifidobacterium psychraerophilum

KVASCI
Candida
Saccharomyces S. cerevisiae
Pichia P. membranif?lciens,

P. kudriavzevii
Lanchancea L. fermentati, L. meyercii
Kluyveromyces K. lactis, K. marxianus.
Kazachstania K. aerobia, K. unispora




2.4.1. Bakterije mlijecne kiseline

Bakterije mlijeCne kiseline su mikroorganizmi koji fermentiraju ugljikohidrate i proizvode
mlije€nu kiselinu te su trenutno Siroko primijenje u industriji fermentirane hrane (Wang i sur.,
2021). Ove bakterije pripadaju Gram-pozitivnim bakterijama koje koriste ugljikohidrate kao jedini
ili glavni izvor ugljika (George i sur.,, 2018). Podijeljene su na homofermentativhe i
heterofermentativne bakterije ovisno o produktima njihove fermentacije. Homofermentativne
bakterije metaboliziraju ugljikohidrate do laktata, a heterofermentativne uz laktat mogu
proizvoditi i etanol, manitol, octenu kiselinu te ostale produkte fermentacije. Bakterije mlijeCne
kiseline obi¢no su okruglog ili Stapicastog oblika i imaju toleranciju na niske pH vrijednosti
podloge. Ovu skupinu €ini vise od 60 rodova bakterija, a oni koji se najces¢e koriste u industriji
fermentirane hrane su: Lactobacillus, Lactococcus, Lacticaseibacillus, Leuconostoc,
Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus i Weissella, od kojih su u kefirmnom zrncima
najzastupljeniji Lactobacillus i Leuconostoc (Nejedly, 2021; Mokoena, 2017). NajCeSce
identificirane vrste prisutne u zrncima kefirnog napitka su Lactobacillus hilgardii i Lactobacillus
nagelli, a nakon nijih slijede i Lacticaseibacillus casei te Lacticaseibacillus paracasei. Dosadasnja
istrazivanja dokazala su da su vrste iz roda Lactobacillus dominantne u usporedbi s ostalim
mikroorganizmima prisutnim u polisaharidnom martiksu zrnaca. Prisutnost bakterije
Lactobacillus hilgardii vazna je za formiranje matriksa zrnaca, odnosno za sintezu
egzopolisaharida od kojeg su gradena. Medutim, to¢an mehanizam kojim se formiraju zrnca
kefirnog napitka ni danas nije poznat (Yerlikaya i sur., 2022; Eckel i Vogel, 2020; Fels i sur.,
2018).

2.4.2. Bakterije octene kiseline

Osim bakterija mlije¢ne kiseline, u kefirnim zrncima razli¢itog zemljopisnog porijekla otkrivene
su i razliCite vrste bakterija octene kiseline (Lynch i sur., 2021). Bakterije octene kiseline su
skupina Gram-negativnih bakterija koje su aerobi, a pripadaju obitelji Acetobacteraceae. Mogu
se pronaci u Sirokom spektru razli€itih izvora, poput cvije¢a, voca, crijeva nekih insekata i
razli¢itih tradicionalnih fermentiranih namirnica, ukljuCujuci ocat i kefir (Yang i sur., 2022). Ta su
aerobna okruzenja bogata ugljikohidratima, Se¢ernim alkoholima i etanolom, Sto im omogucuje
da brzo i nepotpuno oksidiraju te supstrate u organske kiseline za proizvodnju energije kroz

specifiCni respiratorni lanac. Posljedicno, dolazi do zakiseljavanja podloge, ¢ime se sprjeCava



rast ostalih mikroorganizama pa je u tom slucaju proces prirodno zasti¢en (De Roos i De Vuyst,
2018). Ove bakterije dobile su ime po svojoj sposobnosti da proizvode octenu kiselinu
oksidacijom etanola (Yang i sur., 2022). Bakterije octene kiseline, pronadene u kefirnim zrncima,
su bakterije iz rodova Acetobacter, Gluconacetobacter i Gluconobacter. One iz roda Acetobater
najbolje su prilagodene ekosustavu kefirnih zrnaca, a naj¢es¢e prisutne vrste su A. lovaniensis i
A. fabarum (Lynch i sur., 2021; De Roos i De Vuyst, 2018)

2.4.3. Bifidobakterije

Tijekom istrazivanja provedenih na zrncima kefirnog napitka, utvrdeno je da su, osim
bakterija mlijeCne i octene kiseline te kvasaca, i bifidobakterije sastavni dio tih zrnca (Eckel i
Vogel, 2020). Bifidobakterije (Bifidobacterium) su gram-pozitivnhe, anaerobne, nepokretne i
nesporogene Stapicaste bakterije. Znatno su manje zastupljene u zrncima kefirnog napitka od
bakterija mlijecne kiseline, a vrste bifidobakterija izolirane iz kefirnih zrnaca su Bifidobacterium
aquikefiri i Bifidobacterium tibiigranuli (Nejedly, 2021). Ove bakterije su takoder i fermentativne
bakterije te posjeduju niz enzima koji im omogucavaju iskoristenje velikog broja monosaharida,
disaharida i kompleksnih ugljikohidrata kao izvora ugljika, a razlikuju se od bakterija mlije¢ne
kiseline po tome §to se kod njih metabolizam heksoza odvija kroz jedinstveni fruktoza-fosfatni
put koji se zove ,bifidus shunt® (Brar i sur., 2014). To je poseban metaboli¢ki put razgradnje
ugljikohidrata u kojem enzim fosfoketolaza katalizira reakciju cijepanja fruktoza-6-fosfata na
acetil-fosfat i eritroza-4-fosfat. Ovaj metaboli¢ki put zapocCinje ulaskom dvije molekule glukoze
koje se izomeriziraju i fosforiliraju u dvije molekule fruktoza-6-fosfata. Nakon toga, jedna od njih
se cijepa na acetil-fosfat i eritrozu-4-fosfat. Acetilfosfat se defosforilira u acetat, a za to vrijeme,
nastala eritroza-4-fosfat ulazi u novu reakciju pregradnje s drugom molekulom fruktoza-6-
fosfata. Na taj naCin dobivene su dvije molekule ksiluloza-5-fosfata koje se cijepaju ha molekulu
gliceraldehid-3-fosfata i acetil-fosfata, a nakon toga dolazi do njihove defosforilacije i nastanka
laktata i acetata (Kralj, 2023). Bifidobakterije fermentiraju glukozu u mlijeCnu i octenu kiselinu u
molarnom omjeru 2:3 bez nastanka ugljikovog dioksida. Varijacije u uvjetima rasta, kao sto su
kvaliteta i koliCina izvora ugljika mogu rezultirati proizvodnjom razli¢itih koli€ina proizvoda

fermentacije (Brar i sur., 2014).



2.4.4. Kvasci

Kvasci su eukariotski mikoorganizmi koji zive u raznim ekoloSkim niSama, uglavnom u vodi,
tlu, zraku te na povrSinama biljaka i vo¢a (Maicas, 2020). Obi¢no su definirani kao jednostani¢ne
gljive i Siroko su primijenjeni u mnogim podrucjima, kao $to je pivarstvo, pekarstvo, proizvodnja
vina, destilacija i ostali procesi koji ukljuCuju fermentaciju (Boekhout i sur., 2021). U svom
prirodnom okruzeniju, kvasci mogu metabolizirati izvore ugljika i provoditi fermentaciju s obzirom
da tamo imaju sve neophodne nutrijente i supstrate (Maicas, 2020). Mogu rasti u Sirokom
spektru pH vrijednosti, a preferiraju ,kiseli okoli8” (pH 4,5 — 7) te vec¢inom mogu rasti i pri vrlo
niskom pH, oko 2,5 (Guerzoni i sur., 2013), §to je pozeljna osobina kvasaca u kefirnim zrncima s
obzirom da u kefirnom napitku prevladavaju niske pH vrijednosti jer bakterije mlijeCne kiseline i
bakterije octene kiseline proizvode mlije€nu, odnosno octenu kiselinu koje snizavaju pH kefirnog
napitka. |z kefirnih zrnaca izolirani su brojni rodovi kvasaca s razli¢itim svojstvima, medu kojima
su rodovi Saccharomyces, Candida, Hanseniaspora, Kloeckera i Guehomyces (Yerlikaya i sur.,
2022). Od navedenih, najpoznatiji je Saccharomyces cerevisiae koji ima sposobnost
metaboliziranja Secera do etanola i CO2 u anaerobnim uvjetima. Takoder, bitno je naglasiti i
prisutnost kvasca Zygotorulaspora florentina. To je osmotolerantni mikroorganizam koji ima
sposobnost rasta u otopini s visokom koncentracijom Secera, 5to je pozeljno za proizvodnju
kefirnog napitka jer se on ponekad proizvodi na podlozi s koncentracijom Sec¢era do 90 g L'
(Stadie i sur., 2013).



2.5. MEBDUSOBNI UTJECAJ MIKROORGANIZAMA PRIRODNO PRISUTNIH U
ZRNCIMA KEFIRNOG NAPITKA

Jedinstveni okus kefirnog napitka ovisi o raznolikosti i simbiotiCkoj aktivnosti
mikroorganizama u zrncima. Vecinski, mikrobiota kefirnih zrnaca obuhvaca vrste bakterija
mlije¢ne kiseline poput Lactobacillus hilgardi, Lactobacillus nagelii i Lacticaseibacillus paracasei
koji ve¢inom proizvode mlije¢nu kiselinu i etanol te vrstu kvasca Saccharomyces cerevisiae koji
uglavnom proizvodi etanol i estere. lako nisu dio glavnhe mikrobiote kefirnih zrnaca, bakterije
octene kiseline Cesto se pronalaze tijekom fermentacije kefirnog napitka. Rastu bakterija octene
kiseline posebno pogoduju aerobni uvjeti, najéeSce kako se bioproces priblizava kraju, $to
dovodi do povecane koncentracije octene kiseline, a to moze imati negativan utjecaj na

senzoriku finalnog proizvoda (De Roos i De Vuyst, 2018).

Od simbiotskih odnosa unutar kefirnih zrnaca dokazan je mutualizam. Otkriven je izmedu
bakterije Lactobacillus hordei koja profitira od kvasca Saccharomyces cerevisiae na nacin da joj
kvasac povecava dostupnost aminokiselina, dok bakterija ublazava kiselost podloge, u kojoj se
kvasac nalazi, proizvodima metabolizma arginina kojeg kvasac osigurava (Bechtner i sur.,
2019). Takoder, nedavna istrazivanja pokazala su da razliCiti sojevi L. hordei proizvode
izvanstani¢ne polisaharide iz saharoze, koji su sposobni potaknuti kvasce na stvaranje agregata,
Sto nije primijeCeno za druge bakterije mlijeCne kiseline (Xu i sur., 2018). Simbiotski odnos
uoCen je i izmedu bakterija octene kiseline i kvasaca. Stanice kvasaca cijepaju saharozu na
glukozu i fruktozu te proizvode etanol. Bakterije octene kiseline metaboliziraju fruktozu u octenu
kiselinu. Zatim dobivena octena kiselina stimulira kvasac na proizvodnju etanola, koji pomaze
bakterijama octene kiseline da rastu i proizvode octenu kiselinu. Takoder, nastali etanol i octena
kiselina imaju antimikrobno djelovanje na patogene bakterije, ¢ime se osigurava zastita od

moguce kontaminacije (Stipi¢, 2024).
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2.6. UPOTREBA SUSENOG VOCA U PROIZVODNJI KEFIRNOG NAPITKA

Na prirast zrnaca kefirnog napitka znacajno utjeCe dostupnost nutrijenata u podlozi, stoga su
provedena razliCita istrazivanja o dostupnosti hranjivih tvari, odnosno o sposobnosti koriStenja
voca i voénih sokova u proizvodnji kefirnog napitka (Laureys i sur., 2019). Konzumni Secer se
najcesce upotrebljava kao izvor ugljika, dok se svjeze ili suseno voée dodaje kao izvor dusika.
Ono se najCeSce dodaje na pocetku bioprocesa kao dodatan izvor spojeva koji stimuliraju rast
prisutnih mikroorganizama. Medutim, dokazano je da se i ekstrakti voca, takoder mogu koristiti u
proizvodnji ove vrste fermentiranog napitka. Ekstrakti se mogu jednostavno pripremiti kao i
pasterizirati (PavleCic¢ i sur., 2024; Lynch i sur., 2021). Buduci da je (suSeno) voce obi¢no jedini
izvor niza vaznih hranjivih tvari tijekom fermentacije kefirnog napitka, koli¢ina i vrsta voc¢a koje se
koristi za fermentaciju mogu utjecati na raznolikost mikrobnih vrsta, potroSnju supstrata i sintezu
razliCitih produkata pri cemu su suSene smokve najces¢i izbor suSenog voca (Laureys i sur.,
2018). Tocan razlog toga nije potpuno poznat, ali u usporedbi s dodatkom drugog voca, poput
suhih Sljiva, grozdica ili datulja, dodatak smokve uvelike utjeCe na brzinu fermentacije te ima
znacajan utjecaj na koncentraciju mlijeCne i octene kiseline u finalnom proizvodu. Takoder, uz
dodatak suhih smokvi, primijeéen je i vecéi prirast mase kefirnih zrnaca (Lynch i sur., 2021).
Jedno od mogucih objasnjenja mogla bi biti injenica da smokve, u usporedi s drugim voéem
imaju puno veci udio kalcija, kao sto je vidljivo iz tablice 3. Kalcij, osim &to potiCe rast
mikroorganizama, takoder moze imati i pufersko djelovanje u otopini, pri ¢emu ioni kalcija
sprjeCavaju da kefirni napitak postane previSe kiseo i na taj nain smanjuju kiselinski stres za

radne mikroorganizme (Pavleci¢ i sur., 2024)

Tablica 3. Prikaz udjela kalcija (Ca) u pojedinom voc¢u (prema Pavle€i¢ i sur., 2024)

SUSENO VOCE Udio kalcija [mg Ca/ 100 g voéal]
Smokva 162
Papaja 54
Marelica k)
Datulja 39
Grozdica 50

SVJEZE VOCE Udio kalcija[mg Ca/ 100 g voéal]
Smokva 35

Sljiva 19
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2.7. BIOREAKTOR S CVRSTIM SLOJEM

Bioreaktor s Cvrstim slojem konstruiran je kao cilindar ili cijev ispunjena potpornim
materijalom na koji se imobiliziraju stanice (Riitonen i sur., 2013). Kod ove vrste bioreaktora,
dolazi do stvaranja biofilma na povrSini i u porama imobilizacijskog sredstva pa stanice ne
cirkuliraju slobodno u hranjivoj podlozi kroz takav sustav. Podloga se moze uvoditi s donje ili
gornje strane bioreaktora te postoji opcija da se u ovako konstruiranom sustavu vrsi, takozvana
reciklacija biomase, ako je potrebno, koja tada omoguéuje regeneraciju biofiima biomase u
sluc¢aju njenog ispiranja ili odumiranja (Galovi¢, 2023). U ovom je diplomskom radu, sprjeCavanje
fluidizacije zrnaca kefirnog napitka osigurano sporijim protocima hranjive podloge dok su se
sama zrnca kefirnog napitka ponaSala kao imobilizacijsko sredstvo za sve mikroorganizme
prirodno prisutne u njima. Generalo, ovaj tip bioreaktora ima vrlo Siroku primijenu u industriji, a
naj¢esc¢e se koristi upravo u sluajevima kada se radi s imobiliziranim enzimima ili mikrobnim
stanicama (Atmakidis i Kenig, 2014; Riitonen i sur., 2013). Jedna od karakteristika koja
predstavlja veliku prednost u odnosu ha ostale bioreaktorske sustave je niska cijena konstrukcije
i odrzavanja. Uz to, u ovakvim je sustavima mogucée ostvariti veci kontakt izmedu supstrata i
katalizatora ili mikrobnih stanica, §to uzrokuje proizvodnju vece koli¢ine produkata, odnosno ima
pozitivan utjecaj na pokazatelje uspjeSnosti i stopu konverzije. No, s druge strane, jedan od
glavnih nedostataka je otezana kontrola temperature pa posljedi¢no i pojava temperaturnog
gradijenta kroz visinu ¢vrstog sloja kao i potencijalno stvaranje zona loSije izmijeSanosti,
odnosno homogenosti, kod nizih protoka hranjive podloge kroz ovu vrstu sustava (Catalano i
sur., 2023).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Hranjiva podloga

Kao hranjiva podloga za provodenje svih eksperimenata, tijekom izrade ovog diplomskog
rada, koriStena je profiltrirana otopina ekstrakta su$enih smokvi, bez dodatka konzumnog
Secera. U preliminarnom uzgoju, upotrebljavane su tri razlicite podloge dobivene s tri razliita
vremena trajanja ekstrakcije: 30 min, 45 min te 60 min pri cemu su sve ekstrakcije radene na
temperaturi od 65 °C, koja se pokazala kao optimalna temperatura ekstrakcije u dosadasnjim
istrazivanjima (Lopez i sur., 2009). U ovom diplomskom radu, kao optimalno vrijeme ekstrakcije,
s obzirom na koli¢inu ekstrahiranih ecera, pokazalo se najdulje vrijeme trajanja ekstrakcije (60
min). Na temelju toga, za sve uzgoje u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, kod razli€itih brzina protoka

podloge, koriStena je podloga ekstrahirana tijekom 60 minuta pri temperaturi od 65 °C.

3.1.2. Radni mikroorganizmi

Za izradu ovog diplomskog rada, koriStena je kultura kefirnih zrnaca koja se sastoji od
zdruzene kulture raznih vrsta mikroorganizama prirodno prisutnih u njima. Zrnca su odrzavna u
Erlenmeyerovoj tikvici u vodenoj otopini saharoze masene koncentracije 30 g L' uz dodatak
suSenih smokvi, pri temperaturi od 25 °C u termostatu, u Laboratoriju za biokemijsko
inzenjerstvo, industrijsku mikrobiologiju i tehnologiju slada i piva na SveuciliStu u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloSkom fakultetu.
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3.1.3. Kemikalije

Kemikalije koriStene za pripremu hranjivih podloga i otopina potrebnih za izradu ovog

diplomskog rada prikazane su u tablici 4. koja slijedi.

Tablica 4. Kemikalije potrebne za pripremu hranjivih podloga i otopina

Kemikalije Proizvodac Cistoca
Sumporna kiselina (H2SO.) Merk, Njemacka Za UPLC, 96 %
Cinkov sulfat heptahidrat

(ZnSO.- 7 H:0) Gram-Mol, Hrvatska p.a.

Saharoza Liofilchem, Italija 99+%

Susene smokve Bio&bio, Hrvatska

3.1.4. Aparatura i pribor

3.1.4.1. Bioreaktor s ¢vrstim slojem

Bioreaktor s €vrstim slojem konstruiran je kao vertikalna staklena kolona ukupnog volumena
0,75 L. Postavljen je na metalni stalak te na njega pricvrS¢en mufama i hvataljkama. Visina
bioreaktora iznosi 0,6 m, a unutarnji promjer mu je 0,04 m. Protok podloge kroz samu kolonu
osiguran je pumpanjem hranjive podloge pomocu peristaltiCke pumpe kroz plasti¢no crijevo koje
je spojeno na ulaz i izlaz same kolone. Na dnu kolone nalazi se perforirano dno koje sprjeCava
ulazak zrnaca u plastiCno crijevo zaduzeno za cirkulaciju hranjive podloge kroz bioreaktor.
Temperatura tijekom uzgoja bila je odrzavana na 25 °C. Odrzavanje konstantne temperature
omoguceno je koridtenjem, takoder, plasti¢nog crijeva, omotanog oko staklene kolone, kroz koje

je, pomocu peristalticke pumpe, pumpana termostatirana voda iz vodene kupelji.
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3.1.4.2. Uredaj za tekucinsku kromatografiju ultra-visoke djelotvornosti (UPLC)

UPLC, odnosno uredaj za provodenje tekucinske kromatografije ultra-visoke djelotvornosti,
modela UPLC Agilent Technologies 1290 Infinity Il, sastoji se od analiticke kolone dimenzija
150 - 7,8 mm (Rezex ROA - Organic Acid H*, Phenomenex), odgovarajucih predkolona ove
kolone, pumpe (G7104A 1290 Flexible Pump), detektora indeksa loma (G7162A 1260 RID),
sustava za uzorkovanje (G7129B 1290 Vialsampler), peénice i raCunalnog programa za
kromatografiju (OpenLAB CDS). Volumen uzorka koji se analizira iznosio je 10 pyL. Za mobilnu

fazu, koristena je 0,0025 M otopina sumporne kiseline (H2S0Q.), €iji je protok kroz kolonu iznosio

0,6 mL min-!, a tempertura kolone bila je postavljena na 30 °C.

3.1.4.3. Ostala aparatura i pribor

Potreban pribor i aparatura za provedbu ovog istrazivanja prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. Popis pribora i aparature koristenih pri izradi ovog diplomskog rada

Pribor i aparatura Zemlja porijekla
Analiticka vaga Acculab ALC210.4 Njemacka
Centrifuga Becham Model J-21B Njemacka
Grijalica s funkcijom mijeSanja MM-510 Tehtnica  Slovenija

Pumpa MCP Ismatec Svicarska
Pumpa Chemap AG Svicarska
Susionik Instrumetaria ST-50 Hrvatska
Termostat ST-50 Instrumentaria Hrvatska
Vodena kupelj Sutjeska Srbija
Zamrzivac i hladnjak Bosch Njemacka
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Priprema hranjive podloge

U preliminarnom dijelu ovog eksperimenta koristene su podloge dobivene na nadin da je
provedena ekstrakcija suhih smokvi s razli¢itim vremenima ekstrakcije pri temperaturi od 65 °C.
150 g suhih smokvi ekstrahirano je 30 min, 45 min te 60 min u 1,5 L vode na 65 °C u
Erlenmeyerovoj tikvici uz konstantno mijeSanje. Nakon ekstakcije, dobiveni ekstrakt je profiltriran
te ohladen na temperaturu uzgoja. Za proizvodnju kefirnog napitka u bioreaktoru, upotrijebljen je
ekstrakt dobiven ekstrakcijom suhih smokvi 60 minuta na 65 °C. Podloga za bioreaktor dobivena
je na nacin da je provedena ekstrakcija 75 g suhih smokvi u 750 mL vode pri prethodno

navedenoj temperaturi, nakon ¢ega je ekstrakt profiltriran te ohladen na temperaturu uzgoja.

3.2.2. Preliminarna proizvodnja kefirnog napitka u staklenkama

Nakon Sto je podloga pripremlijena kako je opisano u poglavlju 3.2.1., ukupni volumen
ekstrakta dobiven kod svakog pojedinog vremena trajanja ekstrakcije (1,5 L) ravnhomjerno je
podijeljen u 10 staklenki. U svaku staklenku dodano je po 150 mL otopine smokvinog ekstrakta,
a isto je ucinjeno za sva tri paralelna eksperimenta. Svaka staklenka sa 150 ml podloge,
dodatno je inokulirana s 15 g kefirnih zrnaca (10 % m/V). Proizvodnja kefirnog napitka na
ekstraktu suhih smokvi odvijala se pri temperaturi od 25 °C u termostatu do kraja uzgoja,
odnosno do potpune potroSnje supstrata. Tijekom cijelog vremena trajanja fermentacije pracena
je promjena koncentracije svih supstrata i produkata u tekué¢em dijelu podloge pomoc¢u UPLC
analize te su na temelju dobivenih rezultata izraCunati pokazatelji uspjeSnosti procesa. Osim
toga, pracena je i promjena udjela suhe tvari biomase na pocetku, nakon pet dana uzgoja i na

kraju procesa. Takoder, svakom izuzetom uzorku izmjerena je pH vrijednost.
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3.2.3. Proizvodnja kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem kod razli¢itih protoka hranjive
podloge

Tijekom proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru, ispitivan je utjecaj protoka hranjive
podloge (profiltrirane otopine ekstrakta smokve) na proizvodnju kefirnog napitka kod 3 razliCita
protoka podloge kroz staklenu kolonu: 7,2 mL min-!, 28 mL min' te 112 mL min-'. Podloga
koriStena u ovom dijelu istrazivanja opisana je u poglavlju 3.2.1. U sva tri eksperimenta koristeno
je 750 mL tako pripremljene podloge koja je prepumpana u kolonu preko sterilne
Erlennmeyerove tikvice (volumena 1 L) u koju je prije samog prepumpavanja podloge stavljeno
75 g kefirnih zrnaca (10 % m/V). S obzirom da su svi eksperimenti radeni kod vrlo niskih
protoka, nije bilo potrebe za fiksacijom nasutog sloja zrnaca radi sprjeCavanja fluidizacije. U sva
tri eksperimenta provedena u bioreaktoru s ¢&vrstim slojem temperatura je odrzavana
konstantnom na 25 °C na nacin da je oko bioreaktora namotano plasti¢no crijevo kroz koje je
cirkulirala termostatirana voda iz vodene kupelji temperature 25 °C uz pomo¢ peristalticke
pumpe. Takoder, tijekom cijelog vremena trajanja eksperimenta vrdeno je uzorkovanje tekuceg
dijela hranjive podloge jedan do dva puta dnevno tijekom 20 dana za istrazivanje kod protoka
7,2 mL min-', odnosno 11 dana za protok 28 mL min-' te 10 dana u slu¢aju kada je protok
podloge bio najvedi, ti. 112 mL min-'. Eksperimenti su trajali dok u podlozi nije bio utroSen sav
supstrat. Promijene koncentracija supstrata i produkata, tijekom procesa, pracene su pomocu
UPLC anlitike, a na temelju dobivenih rezultata izraCunati su procesni parametri, odnosno
pokazatelji uspjeSnosti. Dodatno, svakom izuzetom uzorku izmjerena je pH vrijednost podloge.
Po zavrSetku bioprocesa, biomasa je iz bioreaktora prenesena u prethodno osuSenu i izvaganu
petrijevu zdjelicu te stavljena u susSionik na suSenje, pri temperaturi od 80 °C, do ustaljenja

mase.
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3.3. ANALITICKE METODE

3.3.1. Priprema uzorka za UPLC analizu

Svi uzorci analizirani su koristenjem UPLC analitike kako bi se utvrdilo koliko je supstrata
potroSeno, odnosno koliko je produkata nastalo. Uzorci za analizu pripremljeni su na nacin da je
750 pL uzorka podloge prebaceno u Eppendorf kivetu od 2 mL te mu je dodano 750 pL otopine
cinkova sulfata heptahidrata (ZnSO4 - 7 H,0) koncentracije 100 g L-'. Sama otopina cinkova
sulfata pripremljena je otapanjem 5 g ZnSO4 u 50 mL destilirane vode. Tako pripremljen uzorak
u Eppendorf kiveti homogeniziran je pomocu vortexa te ostavlen 10 minuta na sobnoj
temperaturi da bi sol pospjeSila talozenje proteina. Uzorak je nakon toga centrifugiran 10 minuta
pri brzini od 1000 okretaja po minuti u centrifugi da bi se odvaijili istalozeni proteini i necistoce iz
uzorka. Nakon centrifugiranja, u novu Eppendorf kivetu, otpipetirano je 200 pL odcentrifugiranog
supernatanta kojem je, sada u drugom koraku, dodano 1400 uL destilirane vode da bi se uzorak
razrijedio 16 puta. Otopina je ponovo homogenizirana te je iz tako dobivene otopine, u
posljednjem koraku pripreme, izuzeto 400 pL 16 puta razrijedene otopine u novu kivetu od 2 mL
u koju je prethodno dodano 400 pL destilirane vode. Na taj su nacin dobiveni uzorci koji su u
konacnici bili razrjedeni 32 puta. Na kraju, uzorci su profiltrirani u staklene vijale pomocu filtera

veli¢ine pora 0,2 um te su podvrgnuti UPLC analizi.

3.3.2. Odredivanje suhe tvari zrnaca kefirnog napitka

Suha tvar kefirnih zrnaca odredivana je tijekom preliminarnog uzgoja u staklenkama i tijekom
proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru. Tijekom preliminarnog uzgoja, suha tvar odredivana
je na pocetku, nakon petog dana i na kraju fermentacije. Nakon pet dana uzgoja, otopina
ekstrakta smokve, u kojoj su se nalazila zrnca tijekom proizvodnje, nakon uzorkovanja,
dekantirana je, a Cvrsti dio, odnosno sva zrnca, iz staklenki, su prenesena na prethodno
osuSenu i izvaganu petrijevu zdjelicu. IdentiCan postupak je ponovljen i zadnjeg dana
uzorkovanja (19. dan). Uzorci na petrijevim zdjelicama stavljeni su u suSionik na 80 °C kako bi
se zrnca u potpunosti osuSila. Petrijeve zdjelice vagane su svakih nekoliko dana kako bi se
provijerilo je li doSlo do ustaljenja mase uzorka. Isti postupak ponovljen je i nakon sva tri uzgoja u
bioreaktoru. Razlika je jedino u tome, to je, kod uzgoja u bioreaktoru, suha tvar bila odredivana

na poCetku i na kraju bioprocesa. Masa suhe tvari izraCunata je tako da se od mase petrijeve
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zdjelice nakon suSenja koja je sadrzavala kefirna zrnca oduzela masa osu$ene petrijeve zdjelice
prije suSenja, odnosno bez kefirnih zrnaca, a udio suhe tvari u kefirnim zrncima izraCunat je na
nacin da je masa suhe tvari podijeliena s pofetnom masom vlaznih zrnaca. U slucaju
preliminarnog uzgoja pocetna masa vlaznih zrnaca iznosila je 15 g, a kod proizvodnje kefirnog

napitka u bioreaktoru, ta je masa bila 75 g.

Jednadzbe koriStene za izraCun mase suhe tvari kefirnih zrnaca i udio suhe tvari u kefirnim

zrncima:

Mstv = Mp.ns - Mpp [d] (1]
Ystv = (Mst/Min) - 100 % [%] [2]
Ypr = Ystv = Ystin [3]

Msw - masa suhe tvari [g]

Mp.ns - Masa petrijeve zdjelice sa suhom tvari nakon suSenja [g]
Mpp - Masa prazne osusene petrijeve zdjelice [g]

min - Masa suhe tvari biomase na pocetku procesa [g]

Ysv - udio suhe tvari u kefirnim zrncima [%]

Yswin - Udio suhe tvari u kefirnim zrncima na poCetku procesa [%]

Ypr— prirast udjela suhe tvari u kefirnim zrncima [%]
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3.4. ODREDIVANJE PARAMETARA USPJESNOSTI

3.4.1. Potro8nja supstrata (AS)

PotroSnja supstrata izraCunata je prema sljedec¢oj jednadzbi:
AS=S,-S [4]
So - poCetna koncentracija supstrata [g]

S - konacna koncentracija supstrata [g]

3.4.2. Prinos produkta (Yp)

Prinos produkta izraCunat je prema sljedecoj jednadzbi:
Yep=P-Po[gL"] [5]
Po - pocetna koncentracija produkta [g L]

P - kona¢na koncentracija produkta [g L]

3.4.3. Produktivnost (Pr)

Produktivnost procesa izraCunata je prema sljedecoj jednadzbi:
Pr=Y,/te [6]
Y, - prinos produkta [g]

tp - vrijeme trajanja proizvodnje [h]
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom poglavlju bit ¢e prikazani te prodiskutirani svi rezultati dobiveni tijekom izrade ovog
diplomskog rada. Eksperimentalno istrazivanje provedeno je u dva stupnja. U prvom dijelu
provedeno je ispitivanje razli€itih vremena trajanja ekstrakcije suhih smokvi na sastav otopine
koja se koristila za proizvodnju kefirnog napitka u staklenkama. Na temelju rezultata ovog dijela
istrazivanja, utvrdeno je da je najveca poCetna koncentracija izvora ugljika u tekucoj hranjivoj
podlozi, za proizvodnju kefirnog napitka, dobivena kod najduljeg vremena trajanja ekstrakcije (60
min) pri temperaturi od 65 °C. Ova podloga koristena je u drugom dijelu istrazivanja, gdje je
proucavan utjecaj razli¢itin brzina protoka hranjive podloge (7,2 mL min-', 28 mL min-'i 112 mL
min'), u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, na tijek proizvodnje kefirnog napitka. Na kraju ovog dijela
istrazivanja, utvrdeno je da protok podloge ima znafajan utjecaj na dinamiku proizvodnje

kefirnog napitka pri koristenju ove vrste bioreaktorskog sustava.

4.1. UTJECAJ RAZLICITOG VREMENA EKSTRAKCIJE SUHIH SMOKVI NA SASTAV
PODLOGE ZA PROIZVODNJU KEFIRNOG NAPITKA U STAKLENKAMA

U ovom poglavlju prikazani su rezultati dobiveni tijekom preliminarnog dijela istrazivanja
proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u otopini ekstrakta suhih smokvi. U jedan set
staklenki (10 komada) dodana je podloga dobivena ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 30
minuta, u drugi set staklenki (10 komada) dodana je podloga ekstrahirana 45 minuta, a u treci
set (10 komada) podloga dobivena ekstrakcijom tijekom 60 minuta. Ekstrakcija, u sva tri slu€aja,
provedena je dodatkom 150 g susenih smokvi u 1,5 L vode pri temperaturi od 65 °C. Ukupno je
pripremljeno 30 staklenki koje su ukupno sadrzavale 4,5 L otopine ekstrakta suhih smokvi koje
su inokulirane s 10 % (m/V) zrnaca kefirnog napitka (15 g zrnaca po staklenki). Proizvodnja
kefirnog napitka u otopini ekstrakta suhih smokvi odvijala se u termostatu na temperaturi od 25
°C za koju se i u prijasnjim istrazivanjima uspostavilo da je optimalna temperatura za proizvodnju
kefirnog napitka (PiSkor, 2020). Uzorkovanje je provodeno svaki dan, a prilikom izuzimanja,
svakom uzorku izmjerena je i pH vrijednost. Ovaj dio eksperimentalnog istrazivanja ukupno je

trajao 19 dana.
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Slika 3. Prikaz promjene pH vrijednosti tijekom preliminarne proizvodnje kefirnog napitka u

staklenkama pri vremenima ekstrakcije od 30, 45 i 60 minuta

Na slici 3 vidljivo je da je pocCetna pH vrijednost ekstrakta, odnosno pH vrijednost izmjerena 0.
dan uzgoja, najvida nakon 30 minuta ekstrakcije, a najniza nakon 60 minuta ekstrakcije suhih
smokvi. Za vrijeme ekstrakcije od 30 minuta, po¢etna pH vrijednost iznosila je 6,37, za vrijeme
ekstrakcije od 45 minuta iznosila je 5,87, a za vrijeme ekstrakcije od 60 minuta, iznosila je 5,06.
Iz navedenih podataka vidi se da je porast pH vrijednosti obrnuto proporcionalan povecaniju
vremena ekstrakcije. Generalno, pH vrijednost otopine Secera iznosi izmedu 5 i 7, a toCne
vrijednosti ovise o razliitim faktorima, poput vrste otopljenog Secera, koncentracije otopljenog
Secera, CistoCe vode i temperature. lako Secer sam po sebi nije kiseo, tijekom otapanja, reagira
s komponentama u tragovima u vodi proizvodeéi blago kiselu otopinu. Otopina saharoze obicno
ima pH vrijednost od 6,5 do 7, dok je otopina glukoze nesto kiselija, odnosno njezina pH
vrijednost iznosi od 5 do 6,5 (Andrews i sur., 2002). Rezultati dobiveni ovim eksperimentima, u
kojima je dokazano da se povecanjem koncentracije glukoze i fruktoze u otopini smanjuje pH
vrijednost, u skladu su s literaturnim navodima. Tijekom fermentacije, pH podloge, u svim
eksperimentima, smanjuje se jer se povecava koncentracija produkata kao 3to su mlije¢na i
octena kiselina koje dodatno smanjuju pH vrijednost, a dinamika promjene tijekom svih 19 dana

fermentacije vrlo je sli¢na. Najocitija promjena pH vrijednosti vidljiva je tijekom prva tri dana Sto
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je najvjerojatnije posljedica povecane aktivnosti prisutnih mikroorganizama. Konaéne izmjerene
vrijedosti podloga redom su iznosile 2,90 pH jedinica za podlogu ekstrahiranu 30 min, 2,89 pH

jedinica za podlogu ekstrahiranu 45 min te 2,79 pH jedinica za podlogu ekstrahiranu 60 min.

Promjena koncentracije supstrata i produkata u ekstraktu suSenih smokvi tijekom
fermentacije pracena je koriStenjem UPLC analitike, a dobiveni rezultati prikazani su na slikama
koje slijede. PotroSnja supstrata prikazana je na slikama 4 - 6, a promjene koncentracija
produkata na slikama 7 - 9.

koncentracija
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Slika 4. Prikaz promjene koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze tijekom preliminarne
proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u podlozi dobivenoj ekstrakcijom suhih smokvi

tijekom 30 minuta na temperaturi od 65 °C
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Slika 5. Prikaz promjene koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze tijekom preliminarne
proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u podlozi dobivenoj ekstrakcijom suhih smokvi

tijekom 45 minuta na temperaturi od 65 °C
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Slika 6. Prikaz promjene koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze tijekom preliminarne
proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u podlozi dobivenoj ekstrakcijom suhih smokvi
tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C
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U sva tri eksperimenta, nakon provedene ekstrakcije, zabiljezene su zna€ajno vise
koncentracije glukoze i fruktoze u odnosu na saharozu. Takoder, na pocetku uzgoja vidljivo je da
je najviSe supstrata ekstrahirano kod uzgoja u hranjivoj podlozi dobivenoj najduzom ekstrakcijom
smokvi, a poCetna koncentracija supstrata je najniza kod uzgoja u podlozi dobivenoj najkra¢om
ekstrakcijom suSenih smokvi, Sto je u skladu s teorijom ekstrakcije. Produljenjem vremena
ekstrakcije, poveCava se koliCina ekstrahiranog Seéera (Lopez i sur.,, 2009). Postupak
proizvodnje kefirnog napitka voden je dok sav supstrat, u potpunosti, nije bio potroSen iz
podloge, 5to je dokazano pomoc¢u UPLC analitike. Kod najkraceg vremena ekstrakcije,
bioproces je trajao najduze, odnosno 19 dana, kod vremena ekstrakcije od 45 minuta, uzgoj u
staklenkama trajao je 14 dana, a za uzgoj proveden u otopini ekstrakta dobivenoj ekstrakcijom
suhih smokvi tijekom 60 minuta, vrileme fermentacije bilo je najkrac¢e, odnosno uzgoj je trajao 11
dana, iz Cega se moze zakljuciti da je duzim vremenom ekstrakcije iz smokvi ekstrahirano vise
faktora rasta i metabolizam-stimuliraju¢ih komponenti potrebnih mikroorganizmima iz kefirnih
zrnaca. Koncentracija saharoze ne mijenja se puno tijekom fermentacije za sva 3 slucaja, sto
pokazuje da je njena potroSnja kataboli¢ki reprimirana prisutnoScu glukoze u podlozi, tj. dok su u
podlozi bile prisutne glukoza i fruktoza, saharoza se nije troSila, za razliku od prijasnjih
istazivanja (Pavleci¢ i sur.,, 2024) koja su provedena u otopini saharoze uz dodatak cijelih
susenih smokvi u podlogu, gdje je uoCena nagla promjena koncentracije saharoze jer je u tim
sluajevima ona bila inicijalno jedini izvor ugljika. Dio saharoze je hidroliziran, uglavhom prema
kraju eksperimenta, kada su glukoza i fruktoza bile ve¢ gotovo potrosene. Takoder, u ovom je
eksperimentu primije¢ena nesto sporija dinamika odvijanja procesa nego u proizvodnji kefirnog
napitka kada je proizvodnja kefirnog napitka provedena koriStenjem otopine saharoze u koju se
dodaju cijele smokve (Kralj, 2023). U ovom diplomskom radu, najbrza dinamika potroSnje
supstrata opazena je kod proizvodnje kefirnog napitka kod najnize koncentracije ekstrahiranih
Secera (ekstrakcija tijekom 30 min), dok je kod druga dva eksperimenta zabiljezena nesto sporija

potroSnja Sto je vidljivo iz nagiba krivulje.
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Slika 7. Prikaz promjene koncentracija manitola, mlije€ne kiseline, glicerola, octene kiseline i
etanola tijekom preliminarne proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u podlozi dobivenoj

ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 30 minuta na temperaturi od 65 °C
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Slika 8. Prikaz promjene koncentracija manitola, mlijecne kiseline, glicerola, octene kiseline i
etanola tijekom preliminarne proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u podlozi dobivenoj

ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 45 minuta na temperaturi od 65 °C
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Slika 9. Prikaz promjene koncentracija manitola, mlije¢ne kiseline, glicerola, octene kiseline i
etanola tijekom preliminarne proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama u podlozi dobivenoj

ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C

Tijekom fermentacije ekstrakta suSenih smokvi koju provode zrnca kefirnog napitka
zabiljeZzen je nastanak sljedecih produkata: manitola, mlijeCne kiseline, glicerola, octene kiseline
i etanola. Rezultati ostvareni tijekom ovog dijela izrade diplomskog rada sli¢ni su rezultatima
prijadnjih istrazivanja ostarenim u sli€nim uvjetima (PavleCi¢ i sur., 2024). Manitol se, u sva 3
eksperimenta, pojavljuje u malim koliCinama u odnosu na ostale proizvode, a njegova
koncentracija raste tek pred kraj procesa u uzgojima provedenim u otopini ekstrakta dobivenog
ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 45 i 60 minuta. S druge strane, nastale su vece koliCine
mlijeCne kiseline pa se moze zakljuiti da je u podlozi, za ta 2 eksperimenta, prisutno vise
homofermentativnih bakterija mlijeCne kiseline, u odnosu na heterofermentativne jer
homofermentativne bakterije proizvode manje manitola, sto je u skladu s literaturom (Kohler i
sur., 2021). S druge strane, uocCeno je da je koncentracija octene kiseline prilicno visoka kod
seta staklenki u kojem se proizvodnja provodila u otopini ekstrakta suhih smokvi ekstrahiranih 30
minuta (ekstrahirano manje nutrijenata). Nakon 8 dana uzgoja, dolazi do znatnog pada u

koncentraciji etanola, sto je vjerojatno posljedica oksidacije u octenu kiselinu djelovanjem
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bakterija octene kiseline koje su prirodno prisutne u zrncima kefirnog napitka. U druga dva
slucaja nije doSlo do ove pojave, ve¢ se koncentracija etanola i octene kiseline postupno
povecava tijekom uzgoja, a na kraju uzgoja etanol je prisutan u vecoj koncentraciji od octene
kiseline, iz Cega se moze zakljuciti da su pri duljim vremenima ekstrakcije, postignuti bolji uvjeti
za rast kvasaca koji fermentacijom proizvode etanol. ZavrSna koncentracija glicerola je relativno
visoka (2,00 g L), u slu¢aju kada se za hranjivu podlogu koristila otopina ekstrakta susenih
smokvi ekstrahiranih tijekom 30 minuta, u odnosu na druga dva eksperimenata u preliminarnom
dijelu ovog diplomskog rada, ali i u odnosu na istrazivanja proizvodnje kefirnog napitka u otopini
saharoze, uz dodatak cijelih susenih smokvi, gdje je kona¢na koncentracija glicerola iznosila oko
0,5 g L (Kralj, 2023). Proizvodnja glicerola rezultat je odgovora kvasaca na uvjete osmotskog
stresa, odnosno kada se oni nalaze u podlozi s nefermentabilnim izvorima ugljika poput etanola,
glicerala i acetata, kao i u slu€aju kada se radi o anaerobnom uzgoju gdje je izvor duSika
limitiran. Kvasci transportiraju glicerol iz stanica u podlogu, mehanizmom protonskog simporta
(Oliveira i sur., 2003). U druga dva slu¢aja u ovom diplomskom radu, koncentracija glicerola, na

kraju procesa, osjetno je manja (<0,5 g L™").

Tablica 6. Prikaz promjena udjela suhe tvari tijekom proizvodnje kefirnog napitka u staklenkama
u otopinama ekstrakta suhe smokve razli¢itog vremena ekstrakcije

Vrijeme Udio suhe tvari Prirast suhe tvari
ekstrakcije [min] biomase [%] biomase [%]
Na pocetku Nakon 5 dana Na kraju
proizvodnje proizvodnje proizvodnje
30 13,60 13,27 14,70 1,10
45 13,60 13,12 16,82 3,22
60 13,60 11,93 15,39 1,79

Sto se tice promjene udjela suhe tvari, iz podataka u tablici 6 moze se uoéiti da njezin udio
tijekom proizvodnje prvo malo pada, a zatim prema kraju procesa raste, $to znaci da su
ekstrakcijom suhih smokvi osigurani povoljni uvjeti za rast mikroorganizama. Poznato je da se u
kefirnim zrncima nalazi bakterija L. hilgardii, odgovorna za sintezu dekstrana od kojega su zrnca
gradena, pa bi se, s obzirom na prirast biomase zrnaca, moglo zakljuciti da su postignuti povoljni
uvjeti za rast navedene bakterije. Najveli prirast suhe tvari zabiljezen je u slu€aju proizvodnje
kefirnog napitka na ekstraktu dobivenom ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 45 minuta, a

najmaniji rast za ekstrakciju tijekom 30 minuta.
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Tablica 7. Prikaz izraCunatih pokazatelja uspjeSnosti za proizvodnju kefirnog napitka u
staklenkama u otopinama ekstrakta suhe smokve razli¢itog vremena ekstrakcije

Pokazatelji Vrijeme ekstrakcije

uspjesnosti 30 min 45 min 60 min
ASgiukoza 15,2011 16,7151 20,1624
AStrktoza 12,8187 15,2479 20,2105
ASsaharoza 1,6025 1,6262 1,8682

Y manitol [9] 0,2125 0,2092 0,1158

Y mijje¢na kiselina [g] 1,3428 2,2128 1,5408

Y giicerol [0] 1,8089 0,1849 0,2332

Y octena kislina [] 2,7171 1,1274 1,3777
Yetanol [0] 0,7452 1,6749 2,1276
Prmanitol [9/g dan] 0,0112 0,0149 0,0105
Prmijezna kiselina [g/g dan] 0,0707 0,1581 0,1401
Prgiicerol [g/g dan] 0,0952 0,0132 0,0212
Proctena kiselina [9/g dan] 0,1430 0,0805 0,1252
Pretanol [9/g dan] 0,0392 0,1196 0,1934

Pokazatelji uspjeSnosti, odnosno izraCunati procesni parametri, preliminarne proizvodnje
kefirnog napitka u staklenkama prikazani su u tablici 7. PoCetne koncentracije supstrata u
podlozi (glukoza, fruktoza, saharoza) bile su najvise za eksperiment u kojem je koriStena otopina
ekstrakta suhih smokvi koje su se najduze ekstrahirale, $to je u skladu s literaturnim navodima
(Lopez i sur., 2009). Uocena je gotovo potpuna potro$nja supstrata u sva tri eksperimenta, bez
obzira koliko dugo je provodena ekstrakcija suhih smokvi. Iz tablice je vidljivo da je kod
eksperimenta s najkracim vremenom ekstrakcije (30 minuta) proizvedeno nesto viSe manitola
(0,2125 g L"), glicerola (1,8089 g L") i octene kiseline (2,7171 g L") u usporedbi s druga dva
paralelna eksperimenta, dok je etanola i mlijeCne kiseline proizvedeno najmanje izmedu ova tri
uzgoja u staklenkama. Kod kraceg vremena ekstrakcije, iz smokvi je ekstrahirano manje
nutrijenata 5to pogoduje aktivhosti heterofermentativnih bakterija (poput vrsta iz roda
Leuconostoc) koje proizvode manitol i octenu kiselinu koja je zato prisutna ve¢ na pocetku
eksperimenta (Lynch i sur., 2021). Upravo je kod takvih fermentacija, s manje nurijenata,
zabiljezen veci omjer proizvedene octene kiseline u odnosu na proizvedenu mlijeénu kiselinu i
etanol. Produljenjem trajanja ekstrakcije, osim koliCine ekstrahiranog Secera povecCava se i
koliina ekstrahiranih nutrijentata Sto je utjecalo na bolji rast kvasaca, koji proizvode etanol, kao i

na homofermentativhe bakterije. Ova teza potvrdena je rezultatima dobivenim u ovom dijelu
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diplomskog rada jer su kod uzgoja na podlozi pripremljenoj duzom ekstrakcijom (45 i 60 minuta)
primijeéeni vedi prinosi etanola i mlijecne kiseline. Tako je najveci prinos etanola (2,1276 g L)
primijecen kod proizvodnje kefirnog napitka u podlozi dobivenoj ekstrakcijom tijekom 60 minuta,
a najvedi prinos mlije¢ne kiseline (2,2128 g L") kod uzgoja u podlozi dobivenoj ekstrakcijom
suhih smokvi tijgkom 45 minuta. Generalno, moze se zakljuciti da je, pove¢anjem vremena
trajanja ekstrakcije, iz smokvi ekstrahirano viSe Secera i nutrijenata te se povecava koncentracija
mlijeCne kiseline i etanola u krajnjem proizvodu jer visoka koncentracije nutrijenata u podlozi
pogoduje rastu kvasaca te, u manjoj mijeri, bakterija mlije¢ne kiseline, posebice vrsta
S. cerevisiae i L. nagelli. Suprotno tome, smanjuje se koli€¢ina nastale octene kiseline, sto je u
skladu s literaturnim navodima (Laureys i sur., 2018). Usporedujuci produktivnosti, moze se
zakljuciti da je, za etanol, ona najveca kod uzgoja u podlozi dobivenoj ekstrakcijom smokvi
tijekom 60 minuta, za mlijecnu kiselinu, najvec¢a je kod ektrakcije od 45 minuta, iako nije puno
manja ni kod uzgoja s najduzim vremenom ekstrakcije, a za manitol, glicerol i octenu kiselinu,
produktivnost je najve¢a kod eksperimenta za ekstrakciju od 30 minuta. Buduéi da je najviSe
supstrata i nutrijenata ekstrahirano iz smokvi tijekom ekstrakcije u trajanju od 60 minuta, upravo
je tako pripremljena podloga upotrebljavana u daljnjim eksperimentima. Uzgoj kod navedene
podloge, takoder se i najbrze odvijao. Dobiveni rezultati, u skladu su s istrazivanjem koje su
proveli Pavleci¢ i sur., (2024) gdje je dokazano da se dodatkom veée mase suhih smokvi u
otopinu saharoze, postizu veci prinosi etanola i mlije€ne kiseline, a manji prinosi octene kiseline,
glicerola i manitola, sto se u ovom istrazivanju dogada produljenjem vremena ekstrakcije suhih

smokvi.

30



4.2. PROIZVODNJA KEFIRNOG NAPITKA U BIOREAKTORU

Proizvodnja kefirnog napitka u bioreaktoru s &vrstim slojem prevedena je u 3 eksperimenta
uz tri razli¢ita protoka podloge kroz bioreaktor (7,2 mL min-', 28 mL min-'i 112 mL min-') kako bi
se ispitao utjecaj protoka hranjive podloge, odnosno otopine smokvinog ekstrakta, na
proizvodnju kefirnog napitka. Odabrani su nizi protoci podloge da ne bi doslo do fluidizacije
cvrstog sloja. U svakom eksperimentu ukupno je koriSteno 750 mL otopine ekstrakta suhe
smokve koji je inokuliran s 10 % (m/V) inokuluma, odnosno 75 g kefirnih zrnaca. Koristen je
ekstrakt suhih smokvi dobiven ekstrakcijom 75 g su$enih smokvi u 750 mL vode tijekom 60
minuta pri temperaturi od 65 °C. Kao i u preliminarnom istrazivanju, tijek odvijanja bioprocesa
pracen je pomoc¢u UPLC analize kojom je pra¢ena promjena koncentracije supstrata i produkata
u svim izuzetim uzorcima. Uzorkovanje je vrSeno 1 do 2 puta dnevno, te je svakom uzorku
izmjerena pH vrijednost. Uzgoji u bioreaktoru trajali su 20 dana za uzgoj kod protoka od 7,2 mL
min', 11 dana kod uzgoja uz protok od 28 mL min' te 10 dana kod proizvodnje uz protok
hranjive podloge koiji je iznosio 112 mL min-'. Eksperimenti su se odvijali na temperaturi od 25
°C koja je odrzavana cirkulacijom termostatirane vode kroz crijevo omotano oko staklene kolone
u kojoj se provodio eksperiment. Takoder, u ovom dijelu istrazivanja odredivana je promjena
udjela suhe tvari kefirnih zrnaca, kao i u preliminarnom dijelu, medutim ovdje je to mjerenje

odradeno samo na pocetku i na kraju proizvodnje.

31



5
4 -2!‘
—o—pH 1
3 p
== pH 2
2 pH 3
1
O T T T T 1
0 100 200 300 400 500

t[h]

Slika 10. Prikaz promjene pH vrijednosti tijekom proizvodnj kefirnog napitka u bioreaktoru s
¢vrstim slojem pri brzini protoka podloge od 7,2 mL min-' (pH 1), 28 mL min-' (pH 2) i 112 mL
min-! (pH 3)

Na slici 10, koja prikazuju promjene pH vrijednosti tijekom tri uzgoja u bioreaktoru s €vrstim
slojem kod razli€itih brzina protoka podloge, vidljivo je da je pH vrijednost najbrze padala tijekom
prva tri dana uzgoja u sva tri eksperimenta te da je poCetna pH vrijednost podloga gotovo
identi¢na. Najveca promjena pH vrijednosti, promatrajuci pocetnu i konacnu vrijednost, vidljiva je
kod najnize brzine protoka hranjive podloge kroz kolonu, $to je najvjerojatnije posljedica slabije
homogenosti u takvom sustavu te su postignuti uvjeti sliCni proizvodnji kefirnog napitka kod
niske koncentracije nutrijenata u podlozi. Generalno, dolazi do nakupljanja vecih koli¢ina kiselina

u odnosu na ostale produkte Sto za rezultat daje nize vrijednosti pH podloga.
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Slika 11. Prikaz promjene koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze tijekom proizvodnje
kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, u podlozi dobivenoj ekstrakcijom suhih smokvi

tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C, uz brzinu protoka podloge od 7,2 mL min-!
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Slika 12. Prikaz promjene koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze tijekom proizvodnje
kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, u podlozi dobivenoj ekstrakcijom suhih smokvi
tilekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C, uz brzinu protoka podloge od 28 mL min-!
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Slika 13. Prikaz promjene koncentracija glukoze, fruktoze i saharoze tijekom proizvodnje
kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, u podlozi dobivenoj ekstrakcijom suhih smokvi

tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C, uz brzinu protoka podloge od 112 mL min-

Usporedujuci slike 11 — 13 koje prikazuju promjene koncentracija supstrata tijekom uzgoja u
bioreaktoru, vidljivo je da je uzgoj pri protoku hranjive podloge od 7,2 mL min-! trajao najduze,
vise od 400 sati, dok su se druga dva procesa odvijala znatno brze. Uzgoj kod brzine protoka
podloge kroz kolonu od 28 mL min' trajao je oko 180 sati, a uzgoj s protokom podloge od 112
mL min-' malo vi$e od 60 sati. Uzorkovanije je vr$eno ispod bioreaktora kroz crijevo zaduzeno za
cirkulaciju hranjive podloge kroz bioreaktor, a prvi uzorak uzet je neposredno nakon postavljanja
sustava. Na slikama se, takoder, moze uoCiti da je i u ovim eksperimentima pocetna
koncentracija glukoze i fruktoze, kao i kod preliminarne proizvodnje kefirnog napitka, puno veca
od koncentracije saharoze. Nadalje, i u ovim uzgojima vidljivo je da se prvo iz podloge troSe
jednostavniji izvori ugljika (glukoza, fruktoza) te da je, kada je zabiljezena njihova prisutnost u
podlozi, saharoza hidrolizirana tek kada su one u potpunosti utroSene, $to ukazuje na
kataboli¢ku represiju izvorom ugljika. Kod proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru, pri brzini
protoka podloge od 7,2 mL min', dinamika potro$nje supstrata sporija je od one u
preliminarnom dijelu istrazivanja za set staklenki u kojima je koriStena otopina ekstrakta suhih
smokvi ekstrahiranih tijekom 60 minuta. S obzirom da je u ovom eksperimentu koriSten najmaniji
protok, u usporedbi s ostala dva eksperimenta, potroSnja supstrata bila je najduza i proizvodnja
kefirnog napitka je najdulje trajala. Bez obzira na Cinjenicu da je, kod uzgoja s najmanjom
brzinom protoka podloge, ostvaren najdulji kontakt podloge sa zrncima, supstrati su se trosili
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najsporije jer maniji protoci hranjive podloge znace laminarano strujanje tekuéine kroz €vrsti sloj,
kao i stvaranje gradijenta koncentracije kroz sloj kefirnih zrnaca. U takvim uvjetima svi
mikroorganizmi, koji se nalaze u kefirnim zrncima, najvjerojatnije nisu imali dostupne dovoljne
koli¢ine supstrata i faktora rasta, $to je za posljedicu imalo sporu fermentaciju, odnosno
fermentaciju koja po svojoj dinamici odgovara fermentaciji u podlozi s malo nutrijenata (Pavleci¢
i sur., 2024; Lynch i sur., 2021). Takoder, na poCetku eksperimenta provedenog kod brzine
protoka od 7,2 mL min-' vidljive su oscilacija u koncentracijama glukoze i fruktoze. Ovakvi
rezultati ukazuju na to da je, zbog niskog protoka i s obzirom na laminarni tok podloge, odnosno
otezen prijenos mase kroz ¢vrsti sloj, bilo teSko osigurati homogenost sustava kako je moguce
npr. kod bioreaktora s mijeSalom, 8to je za posljedicu imalo formiranje lokalnih koncentracija
supstrata, koje mogu objasniti dobiveni izgled dijagrama (slika 11). Sline rezultate dobila je i
Galovi¢ (2023) u svojem istrazivanju pri radu s bioreaktorom s ¢vrstim slojem. Bolja dinamika
potroSnje supstrata, kao i znacajno krace vrijeme u kojem je supstrat utroden, uocena je kod
druga dva eksperimenta s poveéanim protocima (28 mL min-', 112 mL min"), $to je vidljivo iz

nagiba krivulje (slike 12 13).
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Slika 14. Prikaz promjene koncentracija manitola, mlijecne kiseline, glicerola, octene kiseline i
etanola tijekom proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, u podlozi dobivenoj
ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C, uz brzinu protoka podloge

od 7,2 mL min-
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Sto se ti€e koncentracija proizvoda, nastalih tijekom proizvodnje kefirnog napitka u
bioreaktoru s ¢vrstim slojem, pri protoku hranjive podloge od 7,2 mL min-', prva stvar koja se
istiCe na slici 14 je Cinjenica da je octena kiselina nastala u puno vecoj koncentraciji od ostalih
proizvoda. Sporiji protok podloge rezultira slabijom dostupno$¢u supstrata i hranjivih tvari svim
mikroorganizama koji se nalaze u kefirnim zrncima, $to je za posljedicu imalo simulaciju uvjeta
kada se proizvodnja kefirnog napitka provodi u podlozi s niskim koncentracijama nutrijenata. To
za posljedicu ima duze vrijeme trajanja fermentacije, sto je i ovdje slucaj. Nadalje, povecanje
koncentracije kiselina, posebno octene Cija je koncentracija u odnosu na proizvedenu mlije¢nu
kiselinu, kao i na proizvedeni etanol, nesto viSa, nego u fermentacijama kada u podlozi ima
dovoljno nutrijenata. U ovom eksperimentu su, osim navedenih produkata prikazanih na slici 14,
zabiljezene i neSto nize koncentracije manitola i glicerola. Iz dobivenih rezultata moze se
zakljuciti da su stvoreni povoljni uvjeti za rast mikroorganizama koji u znacajnijoj mjeri proizvode
octenu kiselinu. Navedeno mozemo potkrijepiti i €injenicom da se koncentracija etanola ne
mijenja znacajno kroz ovaj proces. Etanol, u kefirnom napitku, nastaje procesom fermentacije
koju provode kvasci, najvise Saccharomyces cerevisiae, te heterofermentativne bakterije
mlijeCne kiseline. Bakterije octene kiseline odgovorne su za oksidaciju etanola do octene
kiseline 8to dovodi do rasta njezine koncentracije u podlozi, pogotovo prema kraju bioprocesa, te
stagniranja koncentracije etanola. Povecanje koncentracije octene kiseline na pocetku procesa,
najvjerojatnije je posljedica aktivhosti heterofermentativnih bakterija kojima odgovaraju uvjeti
podloge siromasne nutrijentima. Takoder, moguce je da je u inicijalnom dijelu fermentacije doslo
po povecane aktivnosti kvasca Dekkera bruxellensis za koji je dokazano da moze rasti u
hranjivim podlogama vrlo niske pH vrijednosti (pH 2) te da posjeduje sposobnost proizvodnje
octene kiseline (Jelaci¢, 2021). Laureys i sur. (2018) uoCili su da je, u tom slu€aju povecane
aktivnosti kvasca D. bruxellensis, trajanje proizvodnje kefirnog napitka znacCajno produljeno te da
je koli¢ina proizvedene octene kiseline puno ve¢a u odnosu na koli¢inu proizvedene mlijeCne
kiseline i etanola, §to se poklapa s rezultatima dobivenim u ovom eksperimentu. Osim vec¢
navedenih radnih mikroorganizama, ulogu u ovakvom kona¢nom sastavu kefirnog napitka,
mogle su imati i bifidobakterije, toCnije, vrsta Bifidobacterium aquikefiri za koju je poznato da uz
mlije¢nu kiselinu moze proizvoditi i vece koli€ine octene kiseline. Ono $to je specificno za ovu
vrstu, €injenica je da je molarni odnos proizvedene octene kiseline u odnosu na mlijecnu kiselinu
4.8:1 (Kralj, 2023). Navedene tvrdnje mogu se usporediti s rezultatima dobivenim u ovom
diplomskom radu gdje je postignuta koncentracija octene kiseline od 17,60 g L' i koncentracija

mlije¢ne kiseline od 3,65 g L, $to stavljeno u omjer odgovara literaturnim navodima.
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Slika 15. Prikaz promjene koncentracija manitola, mlijecne kiseline, glicerola, octene kiseline i
etanola tijekom proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, u podlozi dobivenoj
ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C, uz brzinu protoka podloge

od 28 mL min-’

Na slici 15, prikazani su rezultati promjena koncentracija svih produkata koji su nastali u
eksperimentu gdje je brzina protoka podloge kroz kolonu iznosila 28 mL min-'. U ovom slucaju, s
obzirom da je najvjerojatnije doSlo do bolje izmjeSanosti sustava te da su postignuti bolji uvjeti i
prijenos mase kroz Cvrsti sloj kefirnih zrnaca, dobiveni prikaz promijene koncentracija nastalih
produkata sli¢niji je fermentaciji odnosno, proizvodnji kefirnog napitka, kada u podlozi ima
dovoljno faktora rasta i metabolizam-stimuliraju¢ih komponenti. To se, osim u skracéivanju
vremena fermentacije, oCituje i u koncentracijama produkata i njihovim omjerima koji su
postignuti na kraju bioprocesa. U usporedbi s rezultatima kod najnizeg protoka proizvedeno je
viSe etanola i mlijeCne, a manje octene kiseline sto je u skladu s literaturom i zakljuécima
dosadasnjih istrazivanja (Kralj, 2023). MlijeCna kiselina pojavaljuje se u hranjivoj podlozi nakon
85 sati uzgoja, a na kraju bioprocesa u podlozi je ostvarena je 1/3 koli¢ine mlijeCne kiseline
dobivene u prijaSnjem uzgoju u bioreaktru. Dinamika promjene koncentracije octene kiseline
sli¢nija je onoj iz preliminarnog uzgoja. Na pocetku uzgoja njena koncentracija iznosla je 0,55 g
L', Sto bi moglo znaciti da su bakterije octene kiseline, prirodno prisutne u kefirnim zrncima,

pridonijele ukupnoj koncentraciji octene kiseline u podlozi. Na kraju procesa, koncentracija
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octene kiseline bila je 1,73 g L', dakle znac¢ajno manje no u prethodnom uzgoju. S druge strane,
konac¢na koncentracija etanola bila je nesto visa u ovom uzgoju (3,13 g L"), nego u prethodnom,
Sto je moguce objasniti tvrdnjom da su, zbog boljeg prijenosa mase kroz sustav, postignuti bolji
uvjeti za rast kvasaca koji fermentacijom izvora ugljika proizvode etanola. Takoder, etanol je
detektiran u hranjivoj podlozi na samom pocetku uzgoja, $to potkrepljuje tvrdnju da su osigurani
svi potrebni nutrijenti za rast kvasaca. Takoder, i u ovom eksperimentu zabiljeZzene su manje

koncetracije manitola koji je nastao prema kraju fermentacije, toCnije nakon 150 sati uzgoja.
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Slika 16. Prikaz promjene koncentracija manitola, mlijeCne kiseline, glicerola, octene kiseline i
etanola tijekom proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru s €vrstim slojem, u podlozi dobivenoj
ekstrakcijom suhih smokvi tijekom 60 minuta na temperaturi od 65 °C, uz brzinu protoka podloge

od 112 mL min-

U trecem, posljednjem eksperimentu, vidljivo je da najveci protok kroz nasuti, tj. Cvrsti sloj
kefirnih zrnaca ima najvedi, i to pozitivan utjecaj na koli¢inu proizvedenih produkata (slika 16).
Ovo opazanje je najvjerojatnije posljedica najboljin uvjeta za proizvodnju kefirnog napitka u
ovom dijelu istrazivanja, to je vrlo vjerojatno posljedica najbojeg prijenosa mase kroz Cvrsti sloj,

dovoljne homogenosti podloge i najmanjeg gradijenta koncentracija supstrata i produkata kroz
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sloj kefirnih zrnaca. Ovdje su sve koncentracije nastalih produkata, takoder u skladu s
literaturom te su postignuti najbolji prinosi za sve produkte, kao i u istrazivanju koje je provela
Kralj (2023) gdje se, poboljSanjem prijenosa mase kroz sustav, takoder skracuje vrijeme trajanja
procesa i dobivaju veci prinosi. Jedino odstupanje zabiljezeno je u slu€aju promjene
koncentracije octene kiseline koja odudara od ocekivanih vrijednosti. Jedno od objasnjenja
mogla bi biti eventualna pogreSka kod integracije kromatograma preko kojih se koncentracija
odredivala. Takoder, moguce je da su u nekom trenu postignuti uvjeti za povec¢anu aktivnost
bakterija octene kiseline Sto bi moglo objasniti dobivene rezulate. U odnosu na prethodna dva
uzgoja, postignute su najvise kona¢ne koncentracije glicerola (6,89 g L) i etanola (9,05 g L*).
Finalna koncentracija octene kiseline iznosila je 9,78 g L', a najviSa zabiljezena koncentracija
mlije¢ne kiseline iznosila je 4,11 g L-'. Manitol se i u ovom procesu pojavljuje u vrlo malim
kolicinama (kona¢na koncentracija iznosila je 0,5 g L). Odsutnost manitola, ili njegova
prisutnost u vrlo malim koliCinama, u svim provedenim eksperimentima u ovom diplomskom
radu, mogla bi se objasniti aktivnoS¢u bakterija octene kiseline s obzirom da se octena kiselina
pojavljuje u visokim koncentracijama, a poznato je da bakterije octene kiseline, za osiguravanje

energije, mogu oksidirati razliCite izvore ugljika pa tako i manitol (Mamlouk i Gullo, 2013).

Tablica 8. Prikaz promjena udjela suhe tvari tijekom proizvodnje kefirnog napitka u bioreaktoru s
¢vrstim slojem kod razliCitih protoka

Protok Udio suhe tvari na Udio suhe tvari na Prirast udjela suhe
[mL min'] pocCetku uzgoja [%] kraju uzgoja [%] tvari biomase [%]
7,2 13,60 16,27 2,67
28 13,60 15,22 1,62
112 13,60 18,15 4,55

Udio suhe tvari na kraju eksperimenata provedenih u bioreaktoru s C&vrstim slojem pri
razli¢itim protocima hranjive podloge pokazuje da su najbolji uvjeti za rast kulture radnih
mikroorganizama postignuti u uzgoju s protokom od 112 mL min-' (opazen je porast udjela suhe
tvari za 4,55 %), dok su u druga dva eksperimenta postignuti neSto maniji prirasti biomase. Tako
je u procesu kod protoka od 28 mL min-' zabiljezen porast udjela suhe tvari od 1,62 %, a u
proizvodniji kefirnog napitka kod brzine protoka od 7,2 mL min" postignut je porast udjela suhe
tvari za 2,67 %. Protok od 112 mL min-! osigurao je najbolju distribuciju mase u sustavu pa
posljedi¢no i najbolji prinos biomase. Temeljem rezultata prikazanih u tablici 8, moze se zakljuciti

da je ekstrakt suhe smokve vrlo dobra podloga za proizvodnju kefirnog napitka jer osigurava sve
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nutrijente potrebne za rast kulture mikroorganizama, te da je protok podloge jedan od vrlo bitnih

Cimbenika koji utjeCu na finalan sastav kefirnog napitka, kao i na dinamiku odvijanja bioprocesa.

Tablica 9. Prikaz izraCunatih pokazatelja uspjeSnosti za uzgoje u bioreaktoru s ¢vrstim slojem
pri razli¢itim protocima hranjive podloge

Pokazatelji Brzina protoka
uspjeSnosti 7,2 mL min-’ 28 mL min-' 112 mL min-
ASgiukoza 18,2648 14,5447 17,5702
AShruktoza 16,3994 21,8300 16,6500
ASsaharoza 0,0480 3,3599 1,9177
Y manitol [d] 0,8624 0,0846 0,5129
Y miijecna kiselina [d] 3,6509 1,0886 0,8012
Y giicerol [d] 0,9308 0,5953 1,6072
Y octena kislina [G] 17,5999 1,7298 7,4545
Y etanol [9] 2,5271 3,1295 7,9255
Prmanitol [9/g dan] 0,0431 0,0077 0,0513
Prmijezna iselina [g/g dan] 0,1825 0,0990 0,0801
Pryiicerol [9/g dan] 0,0465 0,0541 0,1607
Proctena kiselina [9/g dan] 0,8800 0,1573 0,7455
Pretanol [g/g dan] 0,1053 0,2845 0,7926

U tablici 9 prikazani su procesni parametri izraCunati za sva 3 procesa proizvodnje kefirnog
napitka u bioreaktoru s cCvrstim slojem provedena tijekom ovog diplomskog rada. Kada
uporedujemo prinose proizvoda i produktivnost procesa izraCunatih iz rezultata dobivenih na
kraju ova tri bioprocesa, moze se uociti da je najbolja produktivnost u proizvodnji manitola (0,051
g L"), glicerola (0,16 g L") i etanola (0,79 g L") postignuta u eksperimentu proizvodnje kefirnog
napitka kod protoka otopine ekstrakta od 112 mL min', dok je najbolja produktivnost i najveci
prinos mlije¢ne (3,65 g L) i octene kiseline (17,60 g L") postignut u eksperimentu pri brzini
protoka hranjive podloge od 7,2 mL min-', iako produktivnost procesa kod protoka od 112 mL
min-! nije puno manja. Najmaniji prinos octene kiseline, glicerola i manitola ostvareni su uzgojem
s protokom podloge od 28 mL min-'. S obzirom na promijene koncentracija tijekom uzgoja u
bioreaktoru, proces kod protoka od 7,2 mL min-' pona$a se kao uzgoj pri malim koncentracijama
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nutrijenata, $to je vidljivo iz visoke zavrdne koncentracije octene kiseline i niske koncentracije
etanola. Sumarno gledano, najbolji rezultati ostvareni su tijekom uzgoja uz protok od 112 mL
min-!, §to se ponovo moze pripisati optimalnoj raspodjeli mase unutar sustava, postignutom
zadanim protokom. Dobiveni rezultati u skladu su s literaturom, odnosno istrazivanjem koje su
proveli PavleCi¢ i sur. (2024), gdje su provedeni eksperimenti proizvodnje kefirnog napitka u
otopini saharoze, uz dodatak cijelih suhih smokvi, u horizontalnom rotirajutem cijevhom
bioreaktoru pri razli€itim brzinama rotacije bioreaktora. Dokazano je da se, povecanjem brzine
rotacije bioreaktora, odnosno poboljSanjem prijenosa mase kroz sustav, dobivaju veci prinosi
produkata i skracuje vrijeme trajanja uzgoja, $to se moze usporediti s povecanjem protoka
podloge kroz sustav u ovom istrazivanju jer se u oba slu€aja postize bolja homogenost podloge.
Ako se uz to istakne i Cinjenica da je upravo taj eksperiment, s najvecom brzinom protoka,
najkrace trajao, moze se zakljuciti da su uvjeti osigurani u tom uzgoju najbolji odabir za

proizvodnju kefirnog napitka u bioreaktoru s ¢vrstim slojem, izmedu provedenih eksperimenata.
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5. ZAKLJUCCI

1. Temeljem preliminarnog dijela istrazivanja utjecaja duljine trajanja ekstrakcije suSenih
smokvi na sastav podloge za proizvodnju kefirnog napitka, pokazalo se da se otopina
ekstrakta suhih smokvi moze Kkorisiti u proizvodnji kefirnog napitka te da povecanje
duljine trajanja ekstrakcije ima pozitivan utjecaj na povecanje udjela fermentabilnih
Secera u podlozi, a najbolji rezultati, pocetnih koncentracija fermentabilnih Secera,
ostvareni su kod vremena ekstrakcije u trajananju od 60 minuta (Yetano = 2,13 g L).
Takoder, osim povecanja koli¢ine esktrahiranih Secera, s produljenjem ekstrakcije dolazi
i do povecanja koncentracije ostalih nutrijenta koji imaju znacajan utjecja na dinamiku
odvijanja bioprocesa.

2. Na temelju rezultata dobivenih u preliminarnom istrazivanju ovog diplomskog rada, za
daljnje eksperimente provedene u bioreaktoru s Cvrstim slojem, koristena je podloga
dobivena najduljim vremenom ekstrakcije suhih smokvi. Proizvodnja kefirnog napitka
provedena je kod tri razli¢ite brzine protoka (7,2 mL min', 28 mL min', 112 mL min-?)
gdje se pokazalo da povecanje brzine protoka podloge ima pozitivan utjacaj na trajanje
ukupnog vremena fermentacije, kao i na konacni sastav kefirnog napitka.

3. lako je koriStena otopina ekstrakta suhih smokvi koja je imala najbolji sastav, pri
najmanjoj brzini protoka podloge (7,2 mL min') uodeno je postizanje uvjeta koji su
karakteriticni za fermentacije koje se provode u podlogama siromasnim nutrijentima, sto
za posljedicu ima vrlo velik prinos octene kiseline (17,60 g L"). Poveéanjem protoka,
poboljdan je prijenos mase kroz &vrsti sloj kefirnih zrnaca, $to doprinosi boljoj dinamici
odvijanja bioprocesa, kao i boljem sastavu finalnog proizvoda. Tako su kod najvecéeg
protoka podloge (112 mL min-') postignuti najveci prinosi etanola (7,93 g L") i glicerola
(1,61 g L") te je fermentacija u tom sluc¢aju najkrace trajala (60 sati).

4. Na temelju rezultata ostvarenih tijekom izrade ovog diplomskog rada, pokazalo se da se
otopina ekstrakta suhih smokvi, kao i bioreaktor s Cvrstim slojem, mogu Korisiti u
biotehnoloSkoj proizvodnji kefirnog napitka. U svrhu optimiranja postupka proizvodnje

kefirnog napitka, u ovoj vrsti bioreaktora, potrebno je provesti daljnja istrazivanja.
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PRILOZI

Prilog 1. Jednadzbe bazdarnih pravaca za odredivanje koncentracije spojeva UPLC analizom

Kemijski spoj Retencijsko Jednadzba bazdarnog pravca R? [-]
vrijeme
tr[min]
Glukoza 5,08 y = 140381, 12Ygiukoza -157,58 1,0000
Fruktoza 5,65 y= 141 560Yfruktoza -1 278,7 0,9997
Saharoza 4,52 y = 123790Ysanaroza -145,45 0,9998
Manitol 6,078 y = 140550Ymanital + 123,3 1,0000
M"jeéna 6!927 y= 68594\(m|ijeéna kielina = 1912,5 0,9998
kiselina
Glicerol 7,292 y = 115438yjiicerol + 2603,5 0,9999
OCtena klsellna 7,683 y = 1 15438Y0ctena kiselina + 697,25 0,9800
Etanol 10,074 y = 484161 Yetanol + 737,97 0,9999

y — povrsina



IZJAVA O 1ZVORNOST|

Ja Petra Nejedly izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u
njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Lery Ll
e

Vlastoruéni potpis



