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1. UVOD

Biljka ¢ajevac se uzgaja u priblizno 30 zemalja, a ¢aj dobiven infuzijom listic¢a
Cajevca je najcesce, uz vodu, konzumirano pi¢e na svijetu. Kombucha ¢aj je nutritivno
vrijedni napitak dobiven biotransformacijom saharozom zasladenog caja sa
simbiotickim, odnosno zdruZenim kulturama bakterija octene kiseline i raznih vrsta
osmofilnih kvasaca koji, tijekom 10-14 dana fermentacije, sintetiziraju ,,Cajnu gljivu*,
odnosno celulozni sloj na povrsini kiselkaste tekuc¢ine (Chen i Liu, 2000). Napitak je
osvjezavajuce slatkast, blago kiseli, lagano pjenusav poput jabukovace, a zbog njegovih
nutritivnih, bioloskih i ekoloskih vrijednosti, preporucuje se svakodnevna konzumacija
u malim koli¢inama (Blanc, 1996). Ishodiste mu je u Kini, no kombucha se na
tradicionalni nacin proizvodi u mnogim kuéanstvima, ukljucujuéi i Europu, sjevernu
Ameriku i1 Sjevernu Afriku. S porastom ljudske brige za unoSenjem hrane i pic¢a visoke
kakvoce, povecala se zainteresiranost za ovim napitkom, posebice u razvijenim
zemljama. Danas kombucha predstavlja komercijalni proizvod novije generacije koji se
moze pronaci u prodavaonicama zdrave hrane Sirom Europe i Amerike (Malbasa i sur.,
2008).

Tijekom fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi
izvor ugljika do razli¢itih organskih kiselina, uglavnom octene 1 glukonske u veéim
koncentracijama, te glukuronske, mlije¢ne i1 limunske, ¢ije koncentracije ne prelaze 1
g/L (Jayabalan i sur., 2007). Kvasceve stanice hidroliziraju saharozu do glukoze i
fruktoze pomocu enzima invertaze i proizvode etanol putem glikolize, a bakterije octene
kiseline koriste glukozu za proizvodnju glukonske Kiseline i etanol za proizvodnju
octene kiseline.

Usporedno s proizvodnjom organskih kiselina i etanola, na povrsini tekuce faze
se stvara tanka celulozna opna, odnosno bakterijska celuloza koja s trajanjem
fermentacije sve viSe dobiva na volumenu. Bakterijska celuloza ima Sirok raspon
primjena u biomedicini i prehrani zbog svoje visoke Cistoce i jedinstvenih fizikalno-
kemijskih svojstava (Dufresne i Farnworth, 2000). Takoder, bakterijska celuloza
pronalazi primjenu gdje se biljna celuloza ne moZe iskoristiti. U prehrambenoj

industriji, bakterijska celuloza se koristi u proizvodnji hrane, dijetalnih vlakna, kao



sredstvo za zgusSnjavanje i stabilizaciju, te za povezivanje razliCitih vrsta proizvoda

(Okiyama i sur., 1993).

Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske promjene koje se zbivaju tijekom

biotransformacije simbioticki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca

(kombucha) tijekom 12 dana uzgoja u kompleksnoj (biljni ¢aj) i kemijski definiranim

podlogama s razli¢itim izvorima ugljika. U kompleksnoj podlozi glavni izvor ugljika

bila je saharoza (70 g/L), dok su u kemijski definiranim podlogama izvori ugljika bile

razli¢ite koncentracije glukoze (1-5% tez/vol), te etanola i glicerola (1-5 % vol/vol).

Tijekom fermentacija praceni su i odredivani sljede¢i parametri:

koncentracija organskih kiselina (octene i glukonske) i nastalog etanola,

kinetika sinteze bakterijske celuloze u kompleksnim podlogama,

utjecaj temperature, pH vrijednosti, te razli¢itih izvora ugljika na sintezu
bakterijske celuloze u kompleksnim podlogama,

utjecaj povrsine i dubine hranjive podloge na sintezu bakterijske celuloze,
utjecaj povrsine bakterijske celuloze na kapacitet zadrzavanja i brzinu otpustanja

vode.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. OD CAJA DO KOMBUCHE - INFUZIJA | FERMENTACIJA

Cajevac pripada porodici Theaceae, a najpoznatije su dvije glavne sorte: Camellia
sinensis var. sinensis (uzgaja se u Kini) i Camellia sinensis var. assamica (uzgoj u Indiji
I Sri Lanki) (Hara i sur., 1995a). Prvi apikalni listovi se beru sa zimzelenih grmova i
mogu se obradivati na razliite nacine. Zeleni ¢aj se zatim susi sa ili bez faze fiksacije
zbog inaktivacije enzima (Hara i sur., 1995b). Crni ¢aj, najpopularniji predstavnik
Cajeva na svijetu dobiva se oksidacijom polifenola lista ¢ajevca multienzimskim
procesom (Hara i sur., 1995c), pri ¢emu se stvaraju novi kompleksi polifenolnih
molekula.

Tradicionalno su crni ¢aj i konzumni Secer najces¢i supstrati za pripremu kombuche, no
u posljednje se vrijeme razli¢ite vrste Cajeva koriste za pripravu ovog napitka (Reiss,
1994). Cajni listi¢i dodaju se u kipuéu vodu zasladenu s odredenom koncentracijom
saharoze (od 50 do 100 g/L), ekstrahiraju 10-15 minuta, a nakon toga se ¢aj procijedi i
ostavlja da se ohladi. Procijedeni ¢aj se ulijeva u Cistu staklenu ili porculansku posudu
sa Sirokim otvorom, te se zakiseljava dodatkom octa ili ve¢ pripremljenim kombucha
napitkom. Nakon toga se na povrSinu ¢aja pazljivo dodaje ,,majcinska” kultura
kombuche iz proslog uzgoja i posuda se prekriva sa ¢istom pamuénom tkaninom ili
gazom, te brzo zatvara. Fermentacija se odvija na sobnoj temperaturi (izmedu 20 i 30
°C) tijekom 2-8 tjedana. Tijekom fermentacije, stanice kéeri kombuche sintetiziraju
bakterijsku celulozu (tanke opne biomase) na povrsini ¢aja. Po zavrSetku fermentacije,
bakterijska celuloza kombuche ili ¢ajne gljive se pazljivo uklanja s povrSine i skladisti
pri +4 °C u malom volumenu fermeniranog ¢aja do nove inokulacije. Fermentirani Caj
se kroz gazu procijedi u boce s ¢epovima gdje se skladisti do konzumacije u hladnjaku
pri +4 °C. Okus kombuche se mijenja tijekom fermentacije od ugodno voéno kiselkasto
pjenusavog okusa nakon par dana, do srednje octenog okusa nakon duze inkubacije
(Blanc, 1995).



2.2. MIKROBIOLOSKI SASTAV KOMBUCHE

Kombucha je simbioticki zdruzena kultura bakterija octene kiseline i osmofilnih
kvasaca. Vrste glavnih bakterija octene kiseline izolirane iz ¢ajne gljive su Acetobacter
xylinum (Balentine, 1997), A. xylinodes, Bacterium gluconicum (Reiss, 1994), A. aceti,
A. pasteurianus (Liu i sur., 1996). Identifirani kvasci su vrste Schizosaccharomyces
pombe,  Saccharomyces ludwigii, S. cerevisiae, Kloackera apiculata,
Zygosaccharomyces bailii, Brettanomyces bruxellensis, B. lambicus, B. custersii,
Candida i Pichia (Balentine, 1997; Liu i sur., 1996; Mayser i sur., 1995). IstraZivanja
ovakve ,,bliske suradnje mikroorganizama“ koji ¢ine kombuchu te njihova interakcija sa
supstratima fermentacije predmet su brojnih istrazivanja (Balentine, 1997; Sievers i sur.,
1995; Yurkevich i Kutyshenko, 1998). Acetobacter xylinum posjeduje moguénost
sinteze plutajuée celulozne mreze (matriksa) u kojoj su bakterije octene kiseline
imobilizirane, dok su kvasci najée$¢e na povrSini matriksa (Balentine i sur., 1997).
Glavni metaboliti pronadeni u fermentiranom caju su: octena, mlije¢na, glukonska i
glukoronska kiselina, etanol i glicerol (Blanc, 1996; Liu i sur., 1996). Stanice kvasca
hidroliziraju saharozu do fruktoze i glukoze i proizvode etanol (Reiss, 1994; Sievers i
sur., 1995). Bakterije octene Kiseline prevode glukozu u glukonsku kiselinu i fruktozu u
octenu kiselinu. Kofein i srodni ksantini ¢aja stimuliraju sintezu bakterijske celuloze
pomocu bakterija (Balentine i sur,, 1997). Octena kiselina poti¢e kvasac da proizvodi
etanol koji pogoduje rastu bakterija octene kiseline te sintezi octene kiseline (Liu i sur.,
1996). Etanol i octena kiselina posjeduju antimikrobnu aktivnost protiv patogenih

bakterija i na taj na¢in zasti¢uju kombuchu od moguc¢ih kontaminacija (Liu i sur., 1996).

2.3. BLAGOTVORNI UCINCI KOMBUCHE
2.3.1. Kemijski sastav
Glavni sastojci listica zelenog ¢aja pripadaju polifenolnim spojevima (25-35 % suhe

tvari) (Balentine i sur., 1997; Hara i sur., 1995¢). Vazni i karakeristi¢ni polifenoli ¢aja

su flavanoli od kojih su dominantni katehini (flavon-3-oli), a glavni katehini su: (-)-



epikatehin, (-)-epikatehin galat, (-)-epigalokahetin, (-)-epigalokahetin galat, (+)-katehin
i (+)-galokatehin (Hara i sur., 1995c). Ovi spojevi doprinose i gor¢ini i okusu slatkoce
ajeva nakon konzumacije (Hara i sur., 1995¢). Caj takoder sadrzi flavonole, uglavnom
kvercetin, kempferol, miricetin i njihove glikozide. U crnom ¢aju, oksidacija polifenola
tijekom obrade dovodi do formiranja kompleksa katehina i galne kiseline kao $to su
teaflavini, teaflavinske kiseline, teaarubigini ili teasinensini i polimere proantocijanidina
(Balentine i sur., 1997; Hara i sur., 1995d). Metilksantini su prisutni kao kofein (2-4 %)
i mali udjel teofilina i teobromina (Hara i sur., 1995c). Caj takoder sadrzi mnogo
aminokiselina, ali teanin, specifican za biljku ¢aja, ¢ini 50 % svih aminokiselina (Slika
1).

katehini iz zelenog caja katehin

{+}2,3-trans OH epikatehin:

(=) 2,3-cis 5 R1=A2=H
G OH  galokatehin
Q epigalokatehin
OH R1=0H
galat R2=H
katehin galat, epikatehin galat

katehin QH

Ri=H
R2=gallate
R1 .
galokatehin galat
epigalokatehin galat
R1=0H
epikatehin R2=gallata

OoH O
kvercetin kemoferol miricetin
R1=0H R1=H A1=0H
R2=H R2=H R2=0H

A3=0H or O-glikozid

proantocijanidini
a R R=H ii OH

A

N NH
teaflavin “ N ? AR
e CH, HOQC’J\H"/,RHW; 2''s

kafein: R=CH
teaflavin galat arein CH, o

R = galat teofiin: R = H teanin

Slika 1. Kemijske strukture nekih sastojaka ¢aja (Dufresne i Farnworth, 2000)



Razgradnja aminokiselina utje¢e na stvaranje, odnosno oblikovanje arome caja
(Balentine i sur., 1997). Klorofil, karotenoidi, lipidi i hlapljivi spojevi nisu glavni
sastojci infuzije cCaja, ali takoder imaju vaznu ulogu u razvoju arome (Hara i sur.,
1995c¢). Hlapljivi sastojci listova ¢aja su detaljno proucavani i izolirano je ¢ak 600
razli¢itih molekula (Hara i sur., 1995c,e; Shimoda i sur., 1995; Shimoda i sur., 1995)
koje ukljucuju terpenoide i produkte razgradnje aminokiselina, karotenoide i linolnu
Kiselinu (Hara i sur., 1995c). Caj takoder sadrzi uglijkohidrate, vitamine E, K, A, male
koli¢ine vitamina B 1 vitamina C (samo u zelenom c¢aju). Takoder sadrzi

zadovoljavajuce kolic¢ine kalija, mangana, te ione floura (Hara i sur., 1995f).

2.3.1. Bioloska aktivnost

lako se kombucha konzumira u mnogim zemljama ve¢ niz godina, a ponegdje
stolje¢ima 1 tisutlje¢ima, tek se posljednjih tri desetljeca znanstvena zajednica
zainteresirala za istrazivanja blagotvornih uc¢inaka bioloski aktivnih supstancija u tom
napitku.

Mnogi ljudi diljem svijeta koji konzumiraju kombucha ¢aj tvrde da taj ¢aj ima mnogo
pozitivnih uc¢inaka na ljudsko zdravlje. Medutim, ve¢ina je blagotvornih ucinaka
proucavana samo eksperimentalno i manjak je znanstvenih dokaza temeljenih na
klini¢kim istrazivanjima na ljudima.

U¢inci kombuche prema rezultatima znanstvenih istrazivanja su slijedeci: detoksikacija
krvi, smanjenje razine kolesterola, smanjenje ateroskleroze regeneracijom stani¢nih
stijenki, smanjenje krvnog tlaka, smanjenje upalnih problema, ublazavanje artritisa,
reume i simptoma gihta, poboljsanje funkcije jetre, normaliziranje crijevne aktivnosti,
uravnotezenje crijevne flore, lijeCenje hemoroida, smanjenje pretilosti i reguliranje
apetita, sprjecavanje / lijeCenje infekcije mjehura i smanjenje kalcifikacije bubrega,
poticanje endokrinog sustava, zastita protiv dijabetesa, povecavanje otpornosti
organizma na rak, antibiolosko djelovanje protiv bakterija, virusa i kvasaca,
poboljsavanje imunoloskog sustava i stimuliranje proizvodnje interferona, olakSavanje
bronhitisa i astmu, smanjenje menstrualnih poremecéaja i olak$avanje menopauze,
poboljsavanje strukture kose, koze i noktiju, smanjivanje zelje alkoholi¢ara za

alkoholom, smanjivanje stresa i zivéanih poremecaja I nesanice, ublazavanje glavobolje,



poboljsavanje vida, usporavanje starenja, te poboljSavanje opceg metabolizma
(Dufresne i Farnworth, 2000).
Nekoliko epidemioloskih istrazivanja na zivotinjama i in Vitro istrazivanja doveli su do

zakljucka da ¢aj ima pozitivan utjecaj na mnoga zdravstvena stanja.

2.3.1.1. Epidemioloska istrazivanja

Epidemioloskim istrazivanjima uloge zelenog ¢aja (Bushman, 1998; Imai i sur., 1997),
crnog Caja (Blot i sur., 1997) ili oba u lijeCenju raka, nisu u potpunosti dobiveni
uvjerljivi znanstveni rezultati (Yang i Wang, 1993; Yokozawa i sur., 1998a). Da bi
podaci dobiveni epidemioloskim istrazivanjima imali smisla, moraju se uzeti u obzir
pojedinacni oblici karcinoma. Rizici za oboljenje od karcinoma usne Supljine i zdrijela
su obi¢no manji kod konzumenata ¢aja, ali dobiveni rezultati nisu bili statisticki
znacajni (Dreosti i sur., 1997). Uogeno je da je moguénost oboljenja od karcinoma
jednjaka znacajno povecana kod konzumiranja crnog ¢aja u nekim zemljama, u kojima
se napitak ispija vrlo vru¢, no nije uoCena povezanost sa zelenim ¢ajem na kojem je
provedeno znanstveno istrazivanje koje je ukazalo na potencijalno obrambeni uc¢inak
(Katiyar i Mukhtar, 1996). Neka epidemioloska istrazivanja ukazuju da ¢aj ima
obrambeni uc¢inak prema raku Zeluca iako druge studije pokazuju suprotne rezultate
(Bushman, 1998; Katiyar i Muhktar, 1996). Vecina dostupnih izvjes¢a ukazuje na
obrnutu povezanost zelenog ¢aja s takvim tipom raka. Sto se ti¢e raka zdrijela, ispijanje
vrlo vruceg Caja povecava rizik. Vecina istrazivanja koja se bave rizicima raka debelog
crijeva ukazuju kako nema poveznice s navikama ispijanja Caja (Bushman, 1998).
Medutim, utvrdena je obrnuta povezanost s povecanim unosima zelenog ¢aja i pojavom
adenomatoznog polipa, ali rezultati nisu bili statistéki znacajni. Cini se, da prema
mnogim studijama unos zelenog Caja smanjuje rizik razvoja raka gusterace. Nedosljedni
ili nekoreliraju¢i rezultati su objavljeni o utjecaju ispijanja Caja na prevenciju raka
pluca, dojke, maternice, jetre, gusterace, bubrega i urinalnog trakta (Yokozawa i sur.,
1998a). Za Siru populaciju zeleni ¢aj moze biti vrlo korisna alternativa preventivnim
kemijskim pripravnicima jer je netoksican i lako dostupan (Imai i sur., 1997). Potrebna
su preciznija epidemioloska istrazivanja da bi se dobili dosljedniji podaci. Moglo bi se

zakljuciti da danaSnje znanstvene informacije ukazuju da crni ili zeleni ¢aj pruzaju



odredeni obrambeni efekt protiv nekoliko vrsta karcinoma, posebice probavnog trakta
(Blot i sur., 1997).

Epidemioloska istrazivanja su takoder provedena na flavonoidima iz ¢aja i ucestalosti
kardiovaskularnih bolesti (Mitscher i sur., 1997, Tijburg i sur., 1997). Studije su
pokazale vrlo malo smanjenje sr¢anih infarkta kod ¢e$¢ih konzumenata crnog caja.
Dugoro¢na istrazivanja ukazala su na znacajno Smanjenje rizika od umiranja od
kroni¢nih sréanih bolesti i manju ucestalost sr¢anog infarkta kada ljudi konzumiraju
veée koli¢ine ¢aja. Caj je bogat izvor flavonoida, stoga bi epidemioloske studije o
ucinku flavonola na ucestalost kardiovaskularnih bolesti mogle biti korisne. Nema
povezanosti ili obrnute povezanosti izmedu konzumacije flavonola i ucestalosti
kardiovaskularnih bolesti (Tijburg i sur., 1997). Profili lipida u serumu u ljudskim
cohort studijama ukazuju na smanjenje serumskog kolesterola, ali nije dokazan uc¢inak
na serumske trigliceride ili lipoproteine visoke gusto¢e (Mitscher i sur., 1997).

Mnogi promjenjivi ili zbunjujuci faktori kao navika konzumiranja duhana ili alkohola,
dijeta, zivotni stil, nedostatak informacija o ucestalosti ispijanja ¢aja mogu pridonijeti
nedosljednosti rezultata. Bilo kakvi pozitivni u¢inci ¢aja mogu biti utjecani drugim
uzro¢nim faktorima i razvoju mehanizama povezanom jednom specifiénom sluéaju
raka. Epidemioloska istrazivanja mogu se koristi da bi se dobile vazne informacije o
ljudskom odgovoru na konzumaciju ¢aja, ali je potrebno provesti jo$ istrazivanja.
Eksperimentalna istrazivanja provedena in vitro i sa zivotinjama pridonose boljem
razumijevanju metabolizma i funkcije sastojaka Caja i mogu se iskoristiti kako bi se

objasnili potencijalni pozitivni ucinci ¢aja na zdravlje ljudi.

2.3.1.2. Eksperimentalna istrazivanja

Mnoga su istrazivanja provedena kako bi se odredili aktivni sastojci u ¢aju i objasnila
njihova kemijska i bioloska svojstva. Nekakoliko razli¢itih pristupa dovelo je do istih
otkrica, a to je da su katehini i flavonoli ¢aja dobri antioksidansi u prisutnosti reaktivnih
spojeva s kisikom (eng. Reactive Oxigen Species; ROS) i slobodnih radikala u vodenim
i lipofilnim uvjetima (Roedig-Penman i Gordonm 1997; Sawai i Sakata, 1998; Vinson i
sur., 1995; Wiseman i sur., 1997; Yokozawa i sur., 1998). U stvari, ¢ajni katehini su

najmoc¢niji  antioksidansi medu istrazenim biljnim fenolima. Prema nekim



laboratorijskim testovima, epigalaktokatehin-3-galat (EGCG) je 20 puta aktivniji od
vitamina C, 30 puta aktivniji od vitamina E i 2 do 4 puta aktivniji nego butilat
hidroksianisol (BHA) ili butilirani hidroksitoluen (BHT). Antioksidacijska aktivnost se
povecéava s brojem o-dihidroksi grupa, iako aktivnost ovisi i 0 oksidacijskom okruZenju.
U istim uvjetima, katehini mogu pokazati vrlo visok obrambeni potencijal, inhibirajuci
peroksidaciju lipida u mozdanom tkivu Zivotinja s 200 puta ve¢om aktivno$¢u nego o-
tokoferol (Anon, 1997). Takoder je pokazano da katehini mogu sinergisti¢ki djelovati s
tokoferolima i organskim kiselinama (Antony i Shankaranaryana, 1997; Hara i sur.,
1995f). U nekim in vitro uvjetima mogu imati prooksidativni u¢inak u prisustvu Cu®" ili
Fe®* i H,0,, kao 3to je primijeceno i s drugim fenolnim anitoksidansima i vitaminom C
(Yenisur., 1997).

2.3.1.3. Biodostupnost

Biodostupnost flavonoida iz ¢aja ukljucujuci apsorpciju, metabolizam i eliminaciju, a te
mehanizme je vazno istraziti da bi dobili jasnu sliku o moguéem utjecaju na Zive
organizme (Hollman i sur., 1997). Cisti flavonoli slabo se apsorbiraju, ali njihovu
glikozidi pokazuju umjerenu do brzu apsorpciju u ¢ovjeku, vjerojatno zbog aktivnog
transporta glukoze u tankom crijevu. Katehini i produkti kondenzacije katehina iz crnog
Caja se dobro apsorbiraju u ljudskom organizmu. Katehini se metaboliziraju u velikoj
mijeri, ali su nejasna apsorpcija, kao i metabolicki mehanizmi velikih molekula pristunih
u crnom c¢aju. Katehini prolaze glukuronidaciju, sulfaciju i O-metilaciju u jetri. U
debelom crijevu bakterije probijaju prsten stvarajuci valerolaktone, fenilpropionsku i
benzojevu kiselinu. Polifenoli imaju visoki afinitet za proteine preko razli¢itih fenolnih
grupa, posebno kada proteini imaju visoki udjel prolina kao Sto je slucaj u kazeinu,
zelatini 1 proteinima sline. Medutim, dodatak mlijeka u ¢aj nema utjecaj na
koncentraciju polifenola u plazmi. Flavonoidi ¢aja takoder imaju visoki afinitet za
zeljezo i stvaraju netopljive komplekse koji smanjuju biodostupnost zeljeza koji ne
potice iz hema. Absorpcija askorbinske kiseline inhibira formiranje ovog kompleksa.

Ovo su bitna otkrica, posebice za vegetarijance (Dufresne i Fornworth, 2000).



2.3.1.4. Antibakterijska i antiviralna aktivnost

Katehini zelenog ¢aja pokazali su antibakterijsku aktivnost protiv gram pozitivnih i
gram negativnih bakterija koje mogu biti Stetne za Covjeka. Ekstrakti ¢aja inhibiraju
enterobakterije, Staphylococcus aureus, S. epidermis, Plesiomonas shigelloides (Toda i
sur., 1989), Salmonella typhi, S. tiphimurium, S. enteridis, Shigella flexneri, S.
disenteriae i Vibrio cholerae. V. parahaemolyticus (Mitscher i sur., 1997; Toda, i sur.,
1991), Campylobacter jujuni i C. coli (Dikter i sur., 1991), ali ne djeluju na bakterije
vrsta Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa ili Aeromonas hydrophila (Toda i sur.,
1989). Ekstrakti crnog i zelenog ¢aja takoder mogu djelovati na Heliobacter pylori koja
se povezuje sa zeluCanim, peptiénim i duodenalnim c¢irevima (Diker i Hascelik, 1994).
Medutim, koncentracije Caja koriStene u ovim istrazivanjima premasuju uobicajene
koncentracije pri svakodnevnom konzumiranju ¢aja. Polifenoli ¢aja mogu selektivno
inhibirati rast klostridija i pogodovati rastu bifidobakterija u ljudskom debelom crijevu.
Ravnoteza bakterija u crijevnoj mikroflori moze biti vazna za sprje¢avanje raka debelog
crijeva (Okubo i Juneja, 1997).

Dokazana je antimikrobna aktivnosti protiv kariogenih i parodontnih bakterija.
Polifenoli ¢aja inhibiraju Streptococcus mutans (Sakanaka i sur., 1989), S. sobrinus
(Sakanaka i sur., 1990) i Porphyromonas gingivalis, bakterije odgovorne za stvaranje
karijesa (Kakuda i sur., 1994; Sakanaka i sur., 1996). Nerolidol iz hlapljivih frakcija
zelenog ¢aja 1 fluoridi prisutni u zelenom c¢aju pridonose antibakterijskoj aktivnosti
ekstrakata ¢aja protiv vrste Streptococcus mutans (Antony i Shankaranaryana, 1997).
Polifenoli i seskveterpeni ¢aja imaju sinergisti¢ki uc¢inak na antibakterijsku aktivnost i
antikariogena svojstva Caja (Kakuda i1 sur., 1994). Bakterije koje uzrokuju karijes
proizvode mlije¢nu kiselinu koja uniStava zubnu caklinu, no ¢aj moze povecati
otpornost zuba na kiseline (Gutman i Ryu, 1996). Zastita protiv karijesa Cajevim
polifenolima je potvrdena istraZivanjima na Stakorima (Antony i Shankaaranaryana,
1997).

Neki rezultati ukazuju na to da su katehini ¢aja potencijalni antivirusni agensi (Gutman i
Ryu, 1996). EGCG aglutinira i inhibira viruse gripe A i B grupe u zivotinjskim

stani¢énim kulturama. Antivirusna aktivnost dokazana je protiv enzima HIV virusa i
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protiv rotavirusa i enterovirusa u stani¢nim kulturama majmuna koji su prethodni

tretirani s EGCG (Muitscher i sur., 1997).

2.3.1.5. Drugi zastitni ucinci caja

Istrazivanjima na Stakorima je pokazano da teanin, glavna amino kiselina u zelenom
Caju moze regulirati krvni tlak. Teanin ima ravnotezni utjecaj u srediSnjem zivéanom
sustavu i kontrolira poveéanje razinu aktivnosti izazvanu kofeinom (Hara i sur., 1995f).
Ova se aminokiselina ponaSa kao neurotransmiter u mozgu i moze potaknuti sintezu
ziv€anog faktora rasta kao sto je epinefrin kod Stakora (Chu i sur., 1997). Ekstrakt
zelenog Caja dan je Stakorima 1 sat prije nego je unos etanola pokrenuo metabolizam
alkohola. Rezultati su pokazali da kofein i EGCG djeluju zajedno, pri ¢emu kofein
potice alkoholni metabolizam, a EGCG detoksificira svojom antioksidativnom
aktivno$c¢u (Kakuda i sur., 1996). Ekstrakt ¢aja sadrzi flavonole kvercetin, kampferol i
mircetin znane po svojim antialergijskim svojstvima jer inhibiraju hialuronidaznu
aktivnost 1 otpustanje histamina (Toyoda i sur., 1997).

Caj ima zastitni uéinak na nekoliko vaznih Zivotnih sustava u ljudskom tijelu i lako je
zakljuciti da ima pozitivni utjecaj na odrzavanje zdravlja, no i na odgodu procesa
starenja. IstraZivanja o mehanizmima koji stoje iza korisnih svojstava ¢aja na ljudsko

zdravlje napreduju, no jo$ uvijek nisu u potpunosti zadovoljavajuca (Weisburger, 1999).

2.4. KOMBUCHA: IZMEDU LIJEKA I OPASNOG NAPITKA

lako konzumacija kombuche obi¢no ne izaziva nikakve nepovoljne sporedne ucinke,
postoje odredena izvjeSc¢a u kojima je ukazano na moguce zdravstvene poteskoce ako se
napitak konzumira u velikim koli¢inama. Zelu¢ane tegobe, neke alergijske reakcije,
posebno za one predisponirane za osjetljivost na kiseline i insuficijencija bubrega su
obi¢no uklonjeni smanjenjem konzumacije (Frank, 1998). Cetiri slu¢aja moguéih

toksi¢nih reakcija i dva slu¢aja neobjasnjive ozbiljne metabolicke acidoze su povezana s
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povec¢anom konzumacijom kombuche (Srinivasan i sur., 1997). Takoder, prijavljen je
slu¢aj moguce hepatotoksi¢nosti i jedan sluc¢aj kozne bolesti (Perron i sur., 1995).
Mehanizmi nepovoljnih utjecaja do sada jo§ nisu razjasnjeni. Kada se konzumira
kombucha, preporuc¢eno je piti mnogo vode kako bi se omogucilo uklanjanje toksina.
Osobe koje pate od bilo koje kroni¢ne bolesti trebaju biti svjesne mogucih nepovoljnih
sporednih u¢inaka konzumacije kombuche.

Kada se kombucha pripravlja u domacinstvu, moguc¢a je kontaminacija S potencijalno
patogenim bakterijama i kvascima. Za neupucene, kada je na povrSini fermentirajuceg
napitka vidljiva vrlo neprivlacna smeda spuzvasta tvorevina kako pluta u mutnoj smedoj
tekucini, jasno je da se radi o kontaminaciji. Zbog fermentacije u ne asepti¢nim
uvjetima i zato $to se kultura prenosi iz jedne kuce u drugu, moguénost kontaminacije je
povecana (Mayser i sur., 1995). Penicillium spp. i Candida albicans su identificirani u
ku¢no uzgojenim ¢ajnim gljivama, ali patogene bakterije nisu nadene (Srinivasan i sur.,
1997). Kombucha mora biti pripremljena i odloZzena u staklenoj posudi da bi se izbjeglo
izluzivanje toksi¢nih spojeva iz pripremne ili skladiSne posude u napitak, a jedan od
elemenata je i olovo (Phan i sur., 1998; Srinivasan i sur., 1997).

Kombuchu ¢esto njezini entuzijasti¢ni pobornici nazivaju lijekom za sve i ¢udesnim
eliksirom. Navodi su brojni i razli¢iti. Popis ukljucuje smanjenje sijedih dlaka,
povecanje seksualnog nagona, poboljSanje vida, pa do koriStenja kao sredstvo za
¢is¢enje kucanstva, dezodorans ili umirujuce sredstvo za umorna stopala (Ferguson i
Estelle, 1998). Pregledom znanstvene literature jasno se uo¢ava manjak dokaza kojima
bi se potvrdile mnoge od ovih tvrdniji, ali i izaziva dvojbu za valjanost drugih. Potreban
je znanstveniji pristup da bi odvojili prave i neizravne ucinke od neopravdanih tvrdniji.
Prvi korak je identificirati sve aktivne spojeve, one koji se nalaze u listi¢ima ¢aja, kao i
spojeve koji su posljedica metabolizma bakterija i kvasaca tijekom fermentacije
kombuche, pogotovo one koji bi mogli biti potencijalno korisni. Takoder je potrebno
prikupiti vise informacija o0 mehanizmima koji se dogadaju u tijelu da bi se vise cijenila
vrijednost kombuche i saznala njezina ograniCenja. IstraZivanja o zdravstvenim
beneficijama caja i istrazivanja o utjecaju organskih kiselina na metabolizam pruzaju
korisnu polaznu to¢ku. Danas je za mnogo prehrambenih proizvoda dokazano da imaju
pozitivan utjecaj na zdravlje: jogurt, vino, sir, fermentirano povrce, kefir (Fuller, 1992).

Ovi proizvodi sadrze zive bakterije ili metabolite bakterija proizvedenih tijekom
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fermentacije. Utjecaj koji ovi probioticki proizvodi imaju na metabolizam i zdravlje
postaje sve jasniji. Kombucha moze zaista imati mnogo pozeljnih u¢inaka na zdravlje.
Otkri¢a o pozeljnim ucincima ¢aja i fermentiranog Caja na zdravlje su znacajna zbog

popularnosti ovih napitaka diljem svijeta (Marteau i Rambaud, 1993).

2.5. BAKTERIJSKA CELULOZA - 1ZVOR CISTE CELULOZE

Celuloza je najraSireniji, jeftin i lako dostupan ugljikohidratni polimer u svijetu,
tradicionalno izoliran iz biljaka ili njihovog otpada. Ovaj polimer u ¢ijoj su strukturi
sastavni dijelovi hemiceluloza i lignin, mora se podvrgnuti kemijski procesima hidrolize
s jakim luzinama i kiselinama da bi se dobio ¢isti proizvod (Sun, 2008). Zbog povecanja
potraznje za derivatima biljne celuloze povecéana je i potrosnja drva kao sirovine, §to je
rezultiralo kréenjem Suma 1 postalo globalni okoliSni problem (Park i sur., 2003).

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

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

Acetobacter xylinum je najviSe proucavana bakterija octene kiseline jer je znanstveno
dokazano da je najucinkovitiji producent bakterijske celuloze (El-Saied i sur., 2004), a
moze asimilirati razlicite Secere 1 sintetizirati velike koli¢ine celuloze u tekucoj podlozi

(Ross i sur., 1991, Sani i Dalman, 2010; Moosavi-Nasab i Yousefi, 2011). Ova aerobna
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gram-negativna bakterija aktivno raste pri pH 3-7 i temperaturi od 25 do 30°C, koristeci
ugljikohidrate kao izvore ugljika (Castro i sur., 2011). Rivas i sur. (2004) su izvijestili
da se gotovo 30 % cijene bakterijske fermentacije odnosi na troskove hranjivih podloga
za uzgoj. Zbog visoki troSkova fermentacije i niskih prinosa, industrijska proizvodnja
bakterijske celuloze 1 njena komercijalna primjena jo§ je vrlo ogranicena. Stoga je
vazno traziti novi ekonomicni izvor ugljika s kra¢im postupkom fermentacije za visok
prinos bakterijske celuloze.

Za razliku od biljne celuloze, celuloza proizvedena bakterijama iz roda Acetobacter
liSena je drugih kontaminirajuéih polisaharida i njezino izoliranje i procis¢avanje su
relativno jednostavni, te ne zahtijevaju energetski ili kemijski intenzivni proces.
Nadalje, ekoloski problemi zbog nusproizvoda nakon dobivanja drvne celuloze daju
dodatni poticaj za proucavanje neistrazenih izvora celuloze (Colvin, 1980). Ne postoji
niti jedan sustav koji je nastao kao idealni sustav za proucavanje biosinteze celuloze.
Vrlo malo rodova bakterija moze sintetizirati celulozu, ali gram-negativna bakterija
Gluconacetobacter xylinus (prije poznata kao Acetobacter xylinum) izlucuje velike
koli¢ine celuloze u obliku mikrovlakna iz reda sintetskih mjesta duz uzduzne osi stanice
(Ross i sur., 1991; Tanaka i sur., 2000). Sintetizirana mikrovlakna se spajaju pri ¢emu

nastaje struktura umrezenih celuloznih vlakana (Slika 2).

;‘,f — ~‘t\\'3"\» :

"’_A\':' ” J g““ 14 I \ /‘i / :

[} : < .
‘\' -y N> a8 _" "

B Lo “3 .'MA : 41\‘;,’"./ 1

e S0 “" s | s"a

i VAT ANV, QY A
,&\~ -:', & ’\"','.u“ YN _I‘,'/;\'
a \\ Pt - A e o ", ‘

Slika 2. SEM snimka uzorka bakterijske celuloze koja prikazuje povezanu 3-D mrezu
celuloznih vlakana (Torres i sur., 2012)
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Ovako gusto umreZena vlakna i pripadajue stanice mikroorganizama oblikuju
plutajuéu pelikulu (opnu) koja omogucuje nepokretnim, striktno aerobnim bakterijama

rast pri visokim koncentracijama kisika na povrsini hranjive podloge (Slika 3).

Slika 3. Bakterijska celuloza na kraju fermentacije. Pristupljeno 23. 07. 2016.
(http://news.softpedia.com/news/Male-Kombucha-42984.shtml)

2.6. STRUKTURA BAKTERIJSKE CELULOZE

Struktura bakterijske celuloze sastoji od vlakana gradenih od -1—4 glukanskih lanaca,
jedinstvene molekulske formule kao i celuloza biljnog podrijetla, (C¢H100s),. Glukanski
lanci povezani su vanjskim i unutarnjim vodikovim vezama (SI. 4). Mikrovlakna
bakterijske celuloze prvi je opisao Muhlethalerin (1949), koji je uocio da su oko 100
puta manja od vlakana iz biljne celuloze (Chawla i sur., 2009; Gayathry i

Gopalaswamy, 2014).
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Slika 4. Vanjske i unutarnje vodikove veze u bakterijskoj celulozi (Ul-Islam i sur.,
2012)

Vlaknasta mreZa bakterijske celuloze se sastoji od trodimenzionalnih, strukturno vrlo
uredenih nanovlakana, §to rezultira stvaranjem hidrogela velike povrSine i poroznosti.
Acetobacter xylinum proizvodi celulozu I (vrpcama slican polimer) i celulozu II
(termodinamicki stabilan polimer) kao $to je prikazano na Slici 5 (Chawla i sur., 2009).
Tijekom procesa sinteze, protovlakna glukoznog lanca se izlucuju kroz bakterijsku
stani¢nu stijenku i medusobno formiraju nano vlaknaste celulozne trake (Ross i sur.,
1991). Ove trake grade mreZno oblikovanu strukturu bakterijske celuloze koju ¢ini vrlo
porozni matriks (Dahman, 2009). Ovako sintetizirana celuloza ima vrlo veliku povrsinu
hidroksilnih grupa ¢ime se objaSnjava njena hidrofilnost, razgradljivost i veliki kapacitet

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

2.7. BIOSINTEZA BAKTERIJSKE CELULOZE

Enzim celuloza sintaza ima najvazniju ulogu u sintezi celuloze (Ross i sur., 1997).
Sinteza bakterijske celuloze dogada se izmedu vanjske i citoplazmene membrane
pomocu celuloza-sintetiziraju¢eg kompleksa vezanog za pore na povrsini bakterija. Pri
tome nastaju tanke trake celuloze, prosje¢nog promjera od 10-20 do 30-40 A, koje se

nadograduju jedna na drugu u horizontalnoj ravnini (Slika 6).

Slika 6. Sinteza bakterijske celuloze na povrSini bakterijske stanice (Keshk, 2014)
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Metabolicki put konverzije izvora ugljika (glukoza) u celulozu odvija se u Cetiri koraka.
Sve zapocinje konverzijom glukoze u glukoza-6-fosfat djelovanjem glukonaze, nakon
Cega slijedi izomerizacija fosfo-glukomutazom do glukoza-1-fosfata. Trec¢i korak je
konverzija glukoza-1-fosfata u uridin-difosfat glukozu (UDPG) pomocu UDPG-
pirofosforilaze. Konac¢no, u cetvtom koraku se UDPG polimerizira u celulozu
djelovanjem celuloza sintaze (Tal i sur., 1998). Cijeli mehanizam metabolizma ugljika

do celuloze u A. xylinum je prikazan na Slici 7.

Celuloza
A
cs
Glukoza
UDPGIc
& Gk
UGP
L J

PEM GEPDH
Clukoza-1-fosfat #————— Olukoza-Bfosfat g pocfagiukonska kiselina

PGl MAD NADP
o Pentoza
FK Fruktoza-6-fosfat / fosfatni ciklus
—_ » ruktoza-G-fosfa .
Fruktoza kKrebsov ciklus
PTS i FBP Glukoneogeneza
1FPk A
Fruktoza-1-fosfat ——®  Fruktoza-1 6-bisfosfat

Slika 7. Biokemijski put sinteze celuloze s A. xylunum. CS celuloza sintaza, GK
glukokinaza, FBP fruktoza-1,6-bifosfat fosfataza, FK fruktokinaza, 1FPk frukotoza-1-
fosfat kinaza, PGI fosfoglukoizomeraza, PMG fosfoglukomutaza, PTS sistem
fosfotransferaze, UGP pirofosforilaza uridin difosfoglukoza, UDPGIc uridin
difosfoglukoza, G6PDH glukoza-6-fosfat dehidrogenaza, NAD nikotinamid adenin
dinukleotid, NADP nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (Tal i sur., 1998)
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2.8. FERMENTACIJA

od ovih postupaka rezultira razli¢itim oblicima celuloznih vlakana. Pri stati¢nim
uvjetima uzgoja, sintetizirana celuloza je gradena od trodimenzionalnih, medusobno
isprepletenih vlakna, dok se pri uzgoju na tresilici ili u reaktoru s mjeSalicom
sintetiziraju kugle ili peleti nepravilnog oblika (Tanskul i sur., 2013). Proces sinteze
celuloze pod statickim uvjetima ovisi o opskrbi atmosferskim kisikom na povrsini, a
prinos o koncentraciji izvora ugljika (Budhiono i sur., 1999). Produzenjem vremena
rasta bakterija octene kiseline, povecava se prinos bakterijske celuloze (Sheykhnazari i
sur., 2011). Sinteza bakterijske celuloze dosize svoju krajnju granicu kada pelikula pada
na dno hranjive podloge, pri ¢emu bakterije postaju neaktivne zbog nedovoljne opskrbe
kisikom (Borzani i DeSouza, 1995). U industrijskoj proizvodnji kao najbolji nacin
pokazao se Sarzni proces s pritokom supstrata, jer je postignuta veca produktivnost u
odnosu na kontinuirani proces (Cakar i sur., 2014).

Suprotno tome, zbog niskog prinosa pri staticnom naéinu proizvodnje, veéina
bakterijske celuloze koja se koristi u komercijalne svrhe proizvodi se na tresilici.
Tre$njom se sintetiziraju nepravilni oblici celuloze, bilo kao vlaknasti ovjes, kugle,
peleti ili nepravilna masa (Yan i sur., 2008, Wu i Lia, 2008). Ovakva bakterijska
celuloza ima manju kristalicnost, mehani¢ku ¢vrsto¢u i stupanj polimerizacije u
usporedbi s pelikulama iz stati€ne kulture (Shi 1 sur., 2013. godine). IstraZivanja Hu 1
sur. (2013) pokazala su da se broj sintetiziranih oblika celuloze smanjuje s povecanjem
volumena inokuluma, a razliCite pocetne koncentracije glukoze utjeCu na prosjecne
promjere tih oblika celuloze, no, mehanizam formiranja razlicitih oblika celuloze uz

tresnju jos je uvijek nepoznat.

2.8.1. Biosinteza celuloze iz razliitih izvora ugljika
Glukoza se obi¢no koristi kao izvor ugljika za proizvodnju celuloze pomocu bakterije A.

xylinum. Medutim, istrazivanja su pokazala da je celuloza takoder sintetizirana iz drugih

izvora ugljika, kao $to su disaharidi, Skrob, alkohol i organske kiseline (Hestrin i
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Schramm, 1954). Prema Masaoka i sur. (1993), fruktoza i glicerol, kao izvori ugljika su
dali gotovo isti prinos celuloze kao glukoza. Prinos celuloze, u odnosu na potro$nju
glukoze, smanjuje se sa povecéanjem pocetne koncentracije glukoze te se nagomilava
glukonska kiselina kod visoke pocetne koncentracije glukoze. Do smanjenja prinosa
celuloze moze doé¢i jer se dio glukoze prevodi u glukonsku kiselinu. Optimalna pH
vrijednost za proizvodnju celuloze je izmedu 4.0 i 6,0. Proucavana je proizvodnja
celuloze iz p-arabitola s Gluconacetobacter xylinus KU-1 (Oikawa 1 sur., 1995).
Koli¢ina celuloze iz D-arabitola je bila vise od 6 puta veca od celuloze iz b-glukoze. U
podlozi s p-arabitolom, kona¢ni pH se nije smanjio i D-glukonska Kiselina nije
detektirana Sto je ¢ini se jedan od razloga za visoku produktivnost celuloze iz p-
arabitola. U istrazivanjima u kojima su mjereni prinosi celuloze iz glukoze, galaktoze ili
ksiloze kao izvora ugljika, galaktoza i ksiloza su dale manje prinose, uglavhom zbog
sporijih brzina rasta mikroorganizama. Mikrovlakna dobivena iz ksiloze su takoder
nepravilnija od onih dobivenih iz glukoze. Plinska kromatografija je pokazala da je
sastav Secera u polimerima (celuloza i drugi nusproizvodi) proizvedenih od ksiloze kao
izvor ugljika jos uvijek 80% glukoze i 20% drugih Secera, a tu nisu opazene razlike u
stupnju polimerizacije. Vremena inicijacije proizvodnje su takoder razli¢ita za razlicite
izvore ugljika. Koristenje jeftinijeg izvora ugljika moglo bi smanjiti troskove
proizvodnje. Prinos bakterijske celuloze iz saharoze je u pola manjin od onog iz
glukoze, zbog niske aktivnosti saharaze u A. xylinum. Ako je saharoza ucinkovito
hidrolizirana, to ¢e povecati produktivnost bakterijske celuloze. Tajima i sur. (1995) su
uspjeli povecati produktivnost bakterijske celuloze pomocu ko-uzgoja dviju razlicitih
sojeva G. xylinus (NCI 1051 ili ATCC 10245 i NCI 1005). Produktivnost bakterijske
celuloze ko-kultivacijom veca je od produktivnosti monokultivacijom. To je €ini se
zbog formiranja glukoze i fruktoze nakon hidrolize saharoze sa saharazom koju izlucuje
G. xylinus NCI 1005. Ovi su istrazivaci Koristili laboratorijske kulture sojeva bakterije
G. xylinus (IFO, ATCC ili NCI), dok su u drugim istrazivanjima Koristili nata kulturu
(lokalno uzgojenu u domacéinstvima) bakterije G. xylinus, koja je izolirana izravno iz
nate. Nata je omiljena desertna poslastica porijeklom s Filipina koji se proizvodi
uglavnom u regijama s kokosom. Celuluzni gel ili nata je sintetiziran sojem G. xylinus
koji je uzgajan u kokosovoj vodi ili voénim sokovm (ananas, rajcice, itd) s dodatkom

saharoze (Embuscado i sur., 1994a; Embuscado i sur, 1994b). U tome slucaju fruktoza
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daje najbolji prinos, nakon ¢ega slijedi kombinacija fruktoze i laktoze, a i saharoza
takoder daje dobre prinose. Ova Cetiri izvora ugljikohidrata daju znatno bolje prinose od
bilo koje drugih izvora. Prisutnost glukoze u samom mediju ili u kombinaciji s drugim

Se¢erima daje manje koli¢ine celuloze.

2.9. PRIMJENA BAKTERIJSKE CELULOZE

Bakterijska celuloza se zbog svoje visoke ¢istoce, hidrofilnosti, sposobnosti za
formiranje struktura, Kiralnosti i biokompatibilnosti moze uporabiti u Sirokom spektru
posebnih primjena, npr. kao hrana (Nata de coco), izvor dijetalna vlakana, akusti¢ne ili
filter membrane, ultra C¢vrsti papir, fino mrezasta opticka mreza s oblogom.
Karakteristike zgusnjavanja i suspendiranja daju ve¢ sada nekoliko primjena bakterijske
celuloze u humanoj i veterinarskoj medicini.

Bakterijska celuloza se primjenjuje u vise podruc¢ja kao Sto su zbrinjavanje rana
(Muangman i sur., 2011), regeneracija krvnih zila (Wippermann i sur., 2009) i papirna
restauracija (Santos i sur., 2014). lako bakterijska celuloza ima jedinstvena svojstva,
postoje ograniCenja koja smanjuju mogucnost njene primjene, a to je nedostatak
antibakterijskih svojstava i opticke transparentnosti. Kako bi se previadala ta
ogranicenja, stvorene su modificirane bakterijske celuloze koje se sastoje od matrice,
dakle prave bakterijske celuloze i neke druge supstancije kojom se ona pojacava, ovisno
0 uporabi. Prirodna struktura bakterijske celuloze je porozna i jednostavno moze
posluZiti kao matrica za imobilizaciju raznih cCestica ili supstancija koje sluze za
pojacanje strukture. Takva ,,poja¢ana“ bakterijska celuloza ima daleko vecu primjenu
zbog svojih bioloskih i fizikalno-kemijskih svojstava (Shah i sur., 2013.). Razlicite
modifikacije bakterijske celuloze sintetiziraju se ili in situ ili ex situ metodama. U in situ
postupku, ¢estice za pojacanje celuloze se dodaju u polimer tijekom sinteze (Saibuatong
i Philsalaphong, 2010), dok se u ex situ bakterijska celuloza impregnira sa ¢esticama za
pojacanje naknadno (Ul-Islam i sur., 2012). Kao S$to je prikazano u tablici 1,
modifikacija bakterijske celuloze se moze uciniti s bilo kojim organskim ili
anorganskim materijalom, kao $to su polimeri (Kim i sur., 2011), metali ili metalni

oksidi (Maneerung i sur., 2007), kruti materijali i nanomaterijali (Yan i sur., 2008).
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Tablica 1. Primjena modificirane bakterijske celuloze (Esa i sur., 2014)

Podrudéje primjene Pojacani materijali Uloga
elektronika grafitni nanodiskovi elektri¢na vodljivost
elektronika poli-4-stiren sulfonska kiseline proto¢na redoks baterija
biomedicina/industrija hitosan nanofilm
biomedicina hidroksiapatit inzenjerstvo kostanog tkiva
biomedicina srebrne nanocestice antimikrobno pokrivanje
rana
biomedicina parafin kostani implantati
elektronika poliuretan svjetlo-emitirajuce diode

2.9.1. Biomedicina - terapija oStec¢ene koze

Visoka mehanicka ¢vrsto¢a u mokrom stanju, znatna propusnost za tekucine i plinove i
niska iritacija koze ukazuje na to da bi Zelatinozna membrana bakterijske celuloze
mogla biti upotrebljiva kao umjetna koza za privremeno pokrivanje rana (Slika 8).
Biofill® i Gengiflex® su proizvodi bakterijske celuloze sa Sirokom primjenom u
kirurgiji i stomatologiji (dentalni implantanti), te opcenito u podrucju biomedicine.
Slucajevi drugog i tre¢eg stupnja opeklina, Cireva i drugi mogu se uspjesno lijeci
Biofillom® kao privremenim nadomjestkom za ¢ovjekovu kozu (Fontana i sur., 1990).
Autori su dokumentirali sljede¢e prednosti za Biofill® u vise od 300 tretmana:
neposredno smanjivanje bolova, bliska adhezija s ranom, smanjene nelagode nakon
operacije, smanjena stopa infekcija, lakoca pregleda rane (transparentnost), brze
ozdravljenje i poboljsano zadrzavanje izlucivanja, spontano odvajanje nakon Kojeg
slijedi rehospitalizacija i smanjenje vremena i troSkova lijeCenja. Spominje se samo
jedan nedostatak, a to je ograni¢ena elasti¢nost u pregibima gdje je potrebna velika
pokretljivost. Gengiflex® je razvijen za oporavak parodontnih tkiva. Kawecki i sur.
(2004) su opisali primjenu bakterijske celuloze (Cellumed) u veterinarskoj medicini za

lijeCenje svjezih, velikih povrSinskih rana na konjima i psima.
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Slika 8. Membrana bakterijske celuloze koja se nikad ne sus$i i pokazuje nevjerojatnu
podatnost na razli¢ite oblike tijela, odrzava vlagu tkiva i znacajno olak$ava bol nakon

zadobivanja opeklina (Czaja i sur., 2006)

2.9.2. Prehrambena industrija

Desert, Nata de Coco, jedan je od tradicionalnih narodnih proizvoda posljednjih
sedamdeset godina na Filipinima (Keshk i Sameshima, 2006). Izvoz Nata iz Filipina u
Japan imao je veliki utjecaj na globalni pogled za Sirenje proizvodnje mikrobne
celuloze. Kao rezultat proizvodnje Nata de Coco pomocu G. xylinus, David (1996) je
pokazao da Nata de Coco ima snizavajuéi efekt kolesterola plazme. Bakterijska celuloza
je primjenjiva i kao funkcionalni dodatak hrani jer moze posluziti kao zgusnjivac i
rasprSivac. Pri tome bakterijska celuloza iz tresene kulture ima puno veéi emulgatorski
ucinak nego iz staticke kulture (Ogawa i Tokura, 1992). Monascus-bakterijski celulozni
kompleks, koji ima svojstva i bakterijske celuloze i Monascus gljive, pokazao se
potencijalnom novom hranom u vegetarijanskoj prehrani, kao zamjena za meso ili
morske plodove. Boja i tekstura kompleksa su poput jetre ili nemasnog mesa. Takoder
je izvor visokog sadrzaja vlakana, nisko kalori¢an je i sadrzi zdrave hranjive tvari.
Stovise, otpadni bujon iz fermentacije moze se dodatno Kkoristiti kao izvor topljivih

pigmenata. Takoder, Shirai i sur. (1994) su izvijestili da zelatinozna celuloza dobivena
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fermentacijom s Acetobacter aceti AJ 12.368 sadrzi celulozna vlakna (0,9%), vezanu
(0,3%) i slobodnu vodu (98,8%). Celulozna mreza slabo apsorbira vodu u kapilarama
oko 0,5 do 1,0 mikrona. Kad je pod stresom gel otpusta svoju vodu i deformira se bez
loma. Gel je sam po sebi previse tvrd za gristi, ali je postao jestiv nakon obrade sa
Se¢ernim alkoholom ili alginatom i kalcijevim kloridom. Teksture nalikuju na voce, kao
Sto je grozde ili mekuSaca, kao S§to su lignje. Mchanizam je imobilizacija vode
zelatinozne celuloze s viskoznim ili gel-formirajucim materijalim, a time se gel moze
lakse gristi. Ovi rezultati pokazuju da zelatinozna celuloza sa svojom vlaknastom
teksturom moze biti novi materijal za pripravu salata, niskokalori¢nih deserata i gotovih
jela.

Pakiranje ima vaznu ulogu u zastiti i o¢uvanju hrane. Industrija preferira bio-materijale
za pakiranje namirnica ili hrane zbog sve vece zabrinutosti javnosti zbog utjecaja
nerazgradive ambalaze na okoliS. Bakterijska celuloza se smtra jednom od prikladnih
sirovina za proizvodnju biorazgradivih materijala (Tang i sur., 2012.). Strukturno se
sastoji od fino umrezenih mikrovlakana vrlo otpornih na vodu, no nema antibakterijska i
antioksidativna svojstva kojima bi se sprije¢ilo oneciS¢enje hrane. Primjena bakterijske

celuloze u prehrambenoj industriji saZeto je prikazana u Tablici 2.

Tablica 2. Primjena mjesavina modificirane bakterijske celuloze u prehrambenoj
industriji (Esa i sur., 2014)

Materijal Uloga Vrsta hrane
BC*/nizin antimikrobno pakiranje meso
BC/polilizin biorazgradivo pakiranje kobasice
BC emulgator surimi
karboksimetil celuloza regulator strukture tijesta tijesto
hidroksipropil metil pojacivac teksture tuceno vrhnje
celuloza

metil celuloza pojaciva¢ dugotrajnosti jaja
metil celuloza pojacivac vitamin C

*BC — bakterijska celuloza
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3. MATERIJALI | METODE RADA

3.1. TIJEK ISTRAZIVANJA

FERMENTACIJA
_— - sobna temperatura, 12 dana
- razli¢iti volumeni ¢aja i povrsine posuda

—L hladenje na sobnu temperaturu
[ priprava kemijski definiranih podloga ] L [ inokulacija ,,maj¢inskom kulturom* ]

priprava vo¢nog ¢aja, dodatak 70 g/L
saharoze i 50 g/L ¢ajnih listica

kombuche 10 % tez/vol

i ]

sterilizacija, autoklav 121 °C, 20 min B FERMENTACIJA
-12 dana
-20; 28; 36 i 45 °C (termostat)
odvajanje bakterijske celuloze iz \L \L
hranjivih podloga
\L odredivanje koncentracije EtOH,

octene i glukonske kiseline

-ispiranje s demineraliziranom
vodom
-susenje na zraku 48 h

VAGANJE

[su§enje u suhom sterilizatoru 12 h, 60 °C ] _— -odredivanje prinosa bakterijske celuloze
-odredivanje WHC

-odredivanje WRC

Slika 9. Shematski dijagram tijeka cjelokupnog istrazivanja
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3.2. MATERIJALI | METODE RADA

3.2.1. Priprava kulture kombuche

Komercijalna starter kultura kombuche je pripravljena zajedno sa ,,maj¢inskom
teku¢inom* u crnom c¢aju uz dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 10 dana u

asepti¢nim uvjetima pri 28 °C u termostatu.

3.2.2. Vrsta ¢aja

Uzgojena kombucha nacijepljena je na biljni ¢aj s okusom divlje tresnje,
,»Opojna ¢esnja““, 1001 CVET, Slovenija.
Sastav Caja: cvjetovi hibiskusa (41,9 %), plodovi jabuke (29,9 %), plodovi Sipka (10 %),
aroma divlje tresnje (8,2 %), cimet (8 %) i plodovi bazge (2 %).

3.2.3. Priprava kompleksne podloge (fermentirani ¢aj)

Infuzija biljnog ¢aja je pripravljena dodatkom 50 g listica ¢aja u 1 L kipuce vode
u koju je dodano 70 g/L saharoze (bijeli konzumni Secer). Nakon ekstrakcije koja je
trajala 8 minuta (prema naputku proizvodaca), ¢aj je ohladen na sobnu temperaturu i
filtrirani su ¢ajni listic¢i. Bistri filtrat je preliven u sterilne Erlenmeyer tikvice od 300 i
500 mL korisnog volumena, kao i staklene posudice za ku¢nu uporabu (1500, 720 i 370
mL), nakon ¢ega su uzorci inokulirani sa svjeze uzgojenom kombucha kulturom (10 %
tez/vol). Nacijepljeni uzorci su inkubirani pri 25 °C (sobna temperatura), te 28, 37 i 45
°C u termostatu tijekom 12 dana, nakon &ega je prevrela tekuéina centrifugirana pri
2500 okr/min tijekom 10 minuta, a supernatant je uporabljen za daljnja odredivanja.

Kontrolni uzorak je bila neprevrela infuzija biljnog ¢aja s okusom divlje tresnje.
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3.2.4. Kemijski definirane podloge

Osnovna kemijski definirana podloga u istrazivanjima je bila Hestrin-Schramm

tekuca podloga (Hestrin i Schramm, 1954) slijedeceg sastava (g/L):

- glukoza 20

- pepton5

- kvascev ekstrakt 5

- dinatrijev fosfat 2,7

- limunska kiselina 1,15
Pripravljena osnovna podloga je sterilizirana u autoklavu tijekom 20 min na 121 °C, a
pH prije sterilizacije je podesen na 5.0. Sterilizirana podloga (po 100 mL) je razlivena u
20 tikvica od 300 mL u koje su dodane razli¢ite koncentracije glukoze, etanola i
glicerola.
1. podloga: 5 tikvica s dodatkom glukoze (1; 2; 3; 4; 5 % tez/vol);
2. podloga: 5 tikvica (bez glukoze) s dodatkom etanola (1 — 5 % vol/vol);
3. podloga: 5 tikvica (bez glukoze) s dodatkom glicerola (1 — 5 % vol/vol);
4. podloga: 5 tikvica s osnovnom podlogom, uz razli¢iti pH (2; 3; 4; 5; 7).
Podloge su inokulirane s 10 % inokuluma (10 g/100 mL), nakon toga je proveden uzgoj
12 dana pri 25 °C (sobna temperatura), te 28, 37 i 45 °C. Prevrele podloge su
centrifugirane pri 2500 okr/min tijekom 10 minuta, a supernatanti su uporabljeni za

daljnja odredivanja.
3.2.4. Odredivanje pH vrijednosti

Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 12 dana fermentacije.
Mjerenja su provedena nakon pazljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub

posuda, kako ne bi doslo do oSteCenja celulozne biomase koja pluta na povrsini uzorka.

Mjerenja su provedena pomocu pH metra Hanna Industrial model HI 98103.
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3.2.5. Odredivanje koncentracije octene Kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog Caja,
20 mL vode i dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran
otopinom 0.1 M NaOH do prve pojave ljubiCaste boje. Koncentracija octene kiseline

(g/L) izraCunata je prema izrazu:

m(CH3COOH) = V(NaOH) - f(NaOH) -V(podloge) - 6 @
gdje je:

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

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

Vuzorka = volumen uzorka (1 mL)

3.2.6. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline

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

pojave ljubicaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (mg/mL) izracunata je

prema jednadzbi:
¥ (CeH1207) = (V(NaOH) - M(NaOH).- 1,97) / Vuzorka (2)
gdje je:

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

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

Vuzorka = volumen uzorka (mL)

3.2.7. Odredivanje alkohola kemijskom metodom

Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima caja tijekom previranja Secera do

etanola i biooksidacije etanola do octene kiseline je odredivan kemijskom metodom
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koja se zasniva na oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom (K,Cr,0;) u kiselom

okolisu.

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL uzorka caja koji je razrijeden s
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos ¢aja i vode je 1:10). Uzorak je prebacen u
tikvicu kruSkastog oblika od 50 mL i neutraliziran s 0.1 M NaOH.

U Erlenmeyer tikvicu od 100 ml, u koju ¢e se hvatati destilat, stavljeno je 10 mL
otopine kalijevog bikromata i 5 ml koncentrirane H,SO,. Destilat se preko hladila i lule
uvodi u otopinu kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u
rashladenoj vodi. Destilacija mora biti polagana i postupna i trajala je dok se sadrzaj u
tikvici za destilaciju nije smanjio na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol
predestilirao). Po zavrSetku destilacije lula je isprana s nekoliko mlazova destilirane
vode u istu Erlenmeyer tikvicu u koju je uzorak predestiliran. Sadrzaj tikvice je
promuckan, zacepljen gumenim C¢epom 1 ostavljen stajati 5 minuta radi potpune
oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije alkohola utroSen je jedan dio bikromata, dok je
drugi dio ostao u suviSku. Zatim je sadrZaj kvantitativno prebacen u Erlenmeyer tikvicu
od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200 mL destilirane vode radi razrjedenja i 10
mML20%-tne otopine KI (radi odredivanja preostale kolicine kalijevog bikromata) i
ostavljeno zacepljeno 5 minuta.

Tada dolazi do oksido-redukcijskog procesa izmedu preostalog kalijevog bikromata i
KI: krom se iz Sesterovalentnog reducira u trovalentni, a jod iz KI se oksidira u
elementarni jod, zbog cega otopina dobije tamnu boju. Pritom se elementarni jod
oslobada u koli¢ini ekvivalentnoj kalijevom bikromatu.

Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M otopinom natrijevog tiosulfata (Na,S,03), pri
¢emu dolazi do oksidoredukcije izmedu joda i natrijevog tiosulfata, u kojoj se jod
reducira, a tiosulfat oksidira. Kad je boja postala svjetlija, dodano je 5 mL 1%-tne
otopine $kroba i titrirano do pojave tirkizno-zelene boje.

Koncentracija (vol %) alkohola je izracunata prema jednadzbi:

alkohol (vol %) = (10 - 619) )

a = utroSak 0.1 M otopine Na,S,03 (mL)
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3.2.8. Izratunavanje mase i prinosa celulozne biomase kombuche

Nakon 12 dana fermentacije, plutajuc¢i gelovi celulozne biomase, koji su
formirani na povrsini hranjivih podloga su pazljivo izvadeni iz staklenih posuda, oprani
demineraliziranom vodom i ostavljeni preko no¢i u 1M NaOH na sobnoj temperaturi
kako bi se uklonile stanice mikroorganizama i sastojci podloga. Nakon toga su gelovi
bakterijske celuloze ispirani demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje
nije dostigao pocetnu vrijednost vode (Toda i sur., 1997). Oprani gelovi su uronjeni u
96 %-tni EtOH tijekom 2 sata, izvagani da bi se izmjerila masa vlazne celulozne
biomase, i nakon toga stavljeni na suSenje u suhi sterilizator pri 50 °C/4 sata. lzmjerena

je masa celulozne biomase (g) prema slijedecoj formuli:
Meb (g) = Mpt — M;

gdje je:

Mep = Masa (vlazne/suhe) celulozne biomase (g)

mp: = Masa (vlazne/suhe) biomase na kraju fermentacije (g)
m; = masa inokuluma (g)

Prinos celulozne biomase (Y¢) je izracunat prema formuli:

(y vlazne biomase nakon fermentacije—y vlaznog inokuluma)

Yeh (%) = 100

(v izvora C na pocetku fermentacije)

3.2.9. Odredivanje utjecaja povrsine i dubine hranjive podloge na kinetiku
sinteze bakterijske celuloze
Svi istrazivani uzorci pripravljeni su u staklenim posudama sljede¢ih dimenzija:

a) Kemijski definirana podloga

- Erlenmeyer tikvica volumena 300 mL (d = 8,7 cm; h = 15,6 cm; a = 59,4 cm?).
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b) Kompleksna podloga (Caj)

- Erlenmeyer tikvica volumena 500 mL (d = 10,5 cm; h = 18 cm; a = 86,6 cm?).
- Staklena posuda volumena 370 mL (d = 7 cm; h = 5.5 cm; a = 38,5 cm?).

- Staklena posuda volumena 720 mL (d = 6 cm; h = 20 cm; a = 28,3 cm?).

- Staklena posuda volumena 1500 mL (d = 12 cm; h = 18 cm; a = 113,1 cm?).

3.2.10. Odredivanje kapaciteta zadrzavanja vode (eng. Water-Holding Capacity;
WHC)

Kapacitet zadrzavanja vode bakterijske celuloze odredivan je nakon 12 dana
fermentacije. Biomasa kombuche je iz prevrelih podloga izvadena pomocu plasti¢ne
pincete, protresena da se ukloni visak tekucine i nakon toga izvagana. Nakon vaganja,
celulozna biomasa 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 (Shezad i sur., 2010):

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

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

Za odredivanje brzine otpuStanja vode iz novo sintetizirane bakterijske celuloze,
mase vlaznih uzoraka su mjerene kontinuiranim vaganjem u odredenim vremenskim
periodima 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 graficki kao odnos mase otpusStene vode u odredenom

vremenskom periodu.

31



4. REZULTATI | RASPRAVA

Kombucha je napitak koji se tradicionalno konzumira u zemljama Azije, no
posljednjih se desetlje¢a konzumira diljem svijeta, a dobiva se fermentacijom
zasladenog Caja pomoc¢u zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca (Teoh i
sur., 2004). Tijekom fermentacije okus kombucha napitka se mijenja od ugodno kiselog
i blago pjenusavog, do izrazito kiselog, octenog okusa, koji je posljedica produzene
fermentacije (Blanc, 1996).

Napitak je slozenog sastava, a glavni proizvodi Kkoji nastaju metabolizmom
izvora ugljika u hranjivoj podlozi na koju je nacijepljena kultura kombuche su
monosaharidi, supstancije ekstrahirane iz Caja, razli¢ite organske kiseline i vitamini
(Malbasa i sur., 2008). Tijekom fermentacije, ve¢ nakon 24 h, vidljiva je plutaju¢a opna
(pelikula) koja se stvara na povrSini hranjive podloge, a tijekom fermentacije se
svakodnevno udvostrucava.

Bakterijska celuloza ima vrlo $iroku primjenu u podru¢jima prehrane i bio-
farmaceutike i biomedicine zbog svoje Cistoce i jedinstvenih fizikalno-kemijskih
svojstava. Takoder, bakterijska je celuloza nasla brojne primjene kao zamjena za biljnu
celulozu. U prehrambenoj se industriji bakterijska celuloza koristi kao izvor vlakana,
zgusnjivac, stabilizator, te kao vezivo u razli¢itim proizvodima koji se odnose na slabo
masne ili potpuno nemasne proizvode (Okiyama i sur., 1993).

Cilj ovog rada bio je istraziti biokemijske promjene koje se zbivaju tijekom
biotransformacije simbioti¢ki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca
(kombucha). Tijekom istrazivanja su odredivane koncentracije metabolizmom
proizvedenih organskih kiselina (octene i glukonske), kao i koncentracije EtOH.

Nadalje, pracena je sinteza bakterijske celuloze tijekom staticne fermentacije
biljnog caja s okusom divlje tresnje i tri kemijski definirane podloge s razli¢itim
izvorima ugljika. Fermentacija je pracena tijekom 12 dana, pri ¢emu su uzorci izuzimani
svakih 24 sata. Tijekom istrazivanja, praen je utjecaj vaznih varijabli, kao §to su utjecaj
pH vrijednosti hranjivih podloga i izvor ugljika na koncentraciju sintetiziranih
organskih kiselina i prinos bakterijske celuloze, te utjecaj povrSine posude za uzgoj,

volumen i visinu sintetizirane bakterijske celuloze.
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4.1. ORGANSKE KISELINE I ETANOL

4.1.1. Kompleksna podloga - ¢aj

Biljka cajevac se uzgaja u oko 30 zemalja, a ¢aj dobiven infuzijom listi¢a
Cajevca je najcesce, uz vodu, konzumirano pic¢e na svijetu. Kombucha ¢aj je nutritivno
vrijedni napitak dobiven biotransformacijom saharozom zasladenog c¢aja sa
simbioti¢kim, odnosno zdruzenim Kkulturama bakterija octene kiseline i raznih vrsta
osmofilnih kvasaca koji, tijekom 10-14 dana fermentacije, sintetiziraju ,,Cajnu gljivu*,
odnosno celulozni sloj na povrsini kiselkaste tekucine (Chen i Liu, 2000).

Tijekom fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi
izvor ugljika do razli¢itih organskih kiselina, uglavnom octene i glukonske u ve¢im
koncentracijama, te glukuronske, mlije¢ne i limunske, ¢ije koncentracije ne prelaze 1
g/L (Jayabalan i sur., 2007). Kvasceve stanice hidroliziraju saharozu do glukoze i
fruktoze pomocu enzima invertaze i proizvode etanol putem glikolize, pri ¢emu
preferiraju fruktozu kao supstrat. Bakterije octene kiseline Kkoriste glukozu za
proizvodnju glukonske kiseline i etanola za proizvodnju octene kiseline.

Sinteza organskih kiselina mijenjala se tijekom fermentacije §to je prikazano na
Slici 10. Koncentracija octene kiseline se tijekom 12 dana fermentacije linearno
povecavala od 1,1 g/L na pocetku istrazivanja do 4,0 g/L na kraju. Uz sposobnost
sinteze relativno visokih koncentracija octene Kkiseline, bakterije octene Kiseline
pokazuju i toleranciju na kiselost, koja je rijetka medu aerobnim homo i heterotrofima.
Ovo im svojstvo omogucava rast na hranjivoj podlozi koja ve¢ na pocetku uzgoja ima
pH vrijednost nizu od 4,5 (Malbasa i sur., 2008). Glukozu bakterije octene kiseline
oksidiraju u glukonsku kiselinu. Glukonska kiselina je druga glavna organska kiselina
koja nastaje kao posljedica metabolizma kombuche. Kao S§to je vidljivo na slici,
koncentracija glukonske kiseline bila je manja 4 puta od koncentracije octene kiseline,
no zabiljezen je linearni rast tijekom cijelog vremena fermentacije, od 0,3 g/L na
pocetku, do 1,1 g/L na kraju istrazivanja.

Prema vecini autora, koncentracija EtOH u kombucha napitcima nije veca od 1%
(vol/vol) (Teoh i sur., 2004). Sievers i sur. (1995) su nakon 10 dana fermentacije
izmjerili 0,36% EtOH, uz pocetnih 7 % saharoze u hranjivoj podlozi. Reiss (1995) je

ispitivao utjecaje razliCitih izvora ugljika (saharoza, laktoza, glukoza i fruktoza) na
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metabolizam kombuche, te uocio da koncentracija proizvedenog EtOH ovisi 0 vrsti i
kolic¢ini dodanog Secera. U ovom radu je u ¢aj dodano 70 g/L saharoze (konzumni bijeli
Secer) i ve¢ nakon 2. dana fermentacije, izmjerena je maksimalna koncentracija EtOH,
0,74 g/L, koja se u 4. danu smanjila na 0,26 g/L, a nakon toga je pala na manje od 0,05

g/L i nije se znacajnije mijenjala do kraja fermentacije (Slika 10).
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Slika 10. Kinetika nastajanja EtOH, octene i glukonske Kiseline tijekom 12 dana

fermentacije kombucha ¢aja od divlje tre$nje

Kao rezultat porasta koncentracije organskih kiselina, pH vrijednost pada, tako
da je u ovom radu pH vrijednost s pocetnih 4,9 do kraja istrazivanja postupno pala na
3.11 (Slika 11). Prema Hwang i suradnicima (1999), konverzija glukoze u glukonsku
kiselinu rezultira znac¢ajnim smanjenjem pH vrijednosti tijekom fermentacije. Nadalje,
inokulacija maj¢inske kulture kombuche u novu hranjivu podlogu, ne samo da osigurava
brzi pocetak fermentacije (Sievers 1 sur., 1995), nego i Stiti od mogucée kontaminacije

plijesnima i nezeljenim mikroorganizmima (Greenwalt i sur., 2000).
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Prema Bergeyevom ,,Manual of Determinative Bacteriology* (Bergey i Holt,
1994), optimalna pH vrijednost za rast bakterija iz roda Acetobacter je izmedu 5,4 1 6,3.
Rast se odvija i pri nizim pH vrijednostima, od 4,0 do 4,5, a minimalni rast je zabiljeZen
pri pH 7,0 do 8,0. Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju da su bakterije octene
kiseline iz kombuche, sposobne rasti, proizvoditi organske Kkiseline i bakterijsku

celulozu ¢ak i pri pH vrijednostima nizim od 3,2 (Slika 11).
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Slika 11. Promjena pH vrijednosti ¢aja tijekom 12 dana fermentacije

Ovaj raskorak izmedu dobivenih rezultata u ovom radu i objavljenih u literaturi
moze biti posljedica razliitosti mikroflore koja je sastavni dio ekoloskog izvorista
kombuche. Vazno je napomenuti da nije moguce jamciti uvijek isti mikrobioloski sastav
¢ajne gljive koja je nabavljena ,,predajom iz ruke u ruku®. Mayster 1 sur. (1995) su
objavili rezultate svojih istrazivanja provedenih na 41 uzorku kombuche u Njemackoj,
prema kojima niti jedan nije imao mikrobioloski jednak sastav. Njihov je zakljucak da
da je ekologija kombuche puno kompleksnija od simbioze pojedina¢nog kvasca s
bakterijama octene kiseline, tako da odstupanja u pH vrijednostima mogu biti vrlo
Siroka (Teoh 1 sur., 2004).
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4.1.2. Kemijski definirane podloge

Svaka hranjiva podloga, kompleksna (prirodna) ili kemijski definirana, mora
sadrzavati izvore ugljika, duSika, te mikro i makronutriente potrebne za rast
mikroorganizama. Promjene u sastavu hranjive podloge imaju utjecaj na rast radnog
mikroorganizma, ali i neizravno ili izravno na nastajanje proizvoda metabolizma. Za
uzgoj kombuche se najces¢e kao izvor ugljika koriste saharoza ili glukoza, no u
posljednje se vrijeme mogu u literaturi pronaéi i drugi izvori ugljika, kao §to su
fruktoza, maltoza, ksiloza i Secerni alkoholi (Chawla i sur., 2009). Ponekad kemijski
definirane podloge u svom sastavu sadrze amino kiseline 1 vitamine za poboljSanje
stani¢nog rasta i proizvodnju metabolita (Matsuoka i sur., 1996).

U ovom radu su istrazivani utjecaji razli¢itih koncentracija glukoze, etanola i
glicerola na nastajanje octene i glukonske kiseline, glavnih organskih kiselina koje
nastaju tijekom fermentacije kombuche (Slike 12 i 13). Na Slici 12 je vidljivo da se s
povecanjem koncentracije glukoze u podlozi poveéava koncentracija octene kiseline, za
razliku od etanola i glicerola, ¢ija prisutnost u podlozi u ve¢im koncentracijama inhibira

proizvodnju octene kiseline, a poboljsava sintezu bakterijske celuloze (Park i sur.,
2003).
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Slika 12. Utjecaj koncentracije izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama na

nastajanje octene kiseline
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Iako je s povecanjem koncentracije glukoze vidljivo povecanje koncentracije
octene kiseline, rezultati su pokazali da je dodatkom najniZe koncentracije (1 % vol/vol)
etanola i glicerola u podloge izmjerena skoro 7 puta veéa koncentracija octene kiseline
(18,2 g/L 1 21,5 g/L), nego u podlozi s najvecom koncentracijom glukoze (3 g/L) (Slika
13).

Octena kiselina nastala je u 10 puta veéim koncentracijama od glukonske
kiseline, no uc¢inak glukoze, etanola i glicerola na nastajanje glukonske kiseline bio je
potpuno isti (Slika 13). Ovisno o tome $to se zeli proizvoditi, fermentirani kombucha
napitak ili bakterijska celuloza, upravo uc¢inak pocetne koncentracije glukoze u podlozi
je izrazito vazan jer nastajanje glukonske kiseline kao sporednog proizvoda, snizava pH
hranjive podloge, a samim tim smanjuje brzinu i produktivnost sinteze bakterijske
celuloze (Masaoka i sur., 1993).

Etanol 1 glicerol, kao i kod nastajanja octene kiseline, izazivaju u veéim
koncentracijama smanjenje koncentracije nastale glukonske kiseline jer inhibiraju rast
proizvodne kulture kombuche. No, na Slici 13 je vidljivo da je pri najnizoj koncentraciji
od 1 % (vol/vol), dodatkom etanola nastalo 1,6 g/L, a glicerola 2,04 g/L glukonske

kiseline.
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Slika 13. Utjecaj koncentracije izvora ugljika u kemijski definiranim podlogama na

nastajanje glukonske kiseline
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Tijekom fermentacije kombuche pH vrijednost bilo koje podloge se sniZzava zbog
nastajanja organskih Kkiselina (Mikkelsen i sur., 2009). Kao posljedica poveéanja
koncentracije octene i glukonske kiseline u fermentacijskoj podlozi, pH vrijednost se
najcesce snizava s pocetne vrijednosti 5 na 3 tijekom 12 do 14 dana fermentacije (Chen
i Liu, 2000; Sreeramulu i sur., 2000).

U ovom radu je provedena fermentacija s kombuchom u Hestrin-Schramm
tekucoj podlozi s razli¢itim pH vrijednostima da bi se istrazio utjecaj na nastajanje
organskih kiselina. Uzgoj je proveden 12 dana na sobnoj temperaturi i nakon toga je
izmjerena koncentracija nastalih organskih kiselina. Na Slici 14 je vidljivo da je najveca
koncentracija octene kiseline (27 g/L) izmjerena pri niskoj pH vrijednost podloge, u
pola manja koncentracija (14 g/L) dobivena je fermentacijom na pH 4 i nakon toga je
linearno padala sve do 2 g/L na pH 10. Koncentracija glukonske kiseline pri pH 2 je bila
2,6 g/L, pri pH 4, 1,8 ¢g/L, a kod pH 8 nije izmjerena njena prisutnost u hranjivoj
podlozi.

—&— octena kiselina
—e— glukonska kiselina

30

25 -

20

15

10

koncentracija kiselina (g/L)

Slika 14. Utjecaj pH vrijednosti kemijski definirane podloge na nastajanje octene i
glukonske kiseline
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4. 2. SINTEZA BAKTERIJSKE CELULOZE

Jedna od prvih i vidljivih proizvoda biotransformacije zasladenog c¢aja je
celulozna opna koja se u obliku tankog sloja oblikuje po povrsini tekucine. Celuloznu
opnu na povrSini odrzava CO, Koji nastaje kao posljedica fermentative aktivnosti
kvasaca (Sievers i sur., 1995). Mikroskopskom analizom celulozne opne dokazano je da
se na njenoj povrsini nalazi veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima
je za rast i razmnozavanje nuzan atmosferski kisik. S donje strane opne su nakupine
kvasaca, koji pripadaju fakultativno anaerobnim mikroorganizmima (Malbasa i sur.,
2008). Na Slici 15 prikazana je kinetika nastajanja bakterijske celuloze iz koje je
vidljivo linearno povecanje mase celuloze tijekom 12 dana uzgoja. Prinos biomase
tijekom fermentacije je usko povezan s izvorom ugljika, odnosno supstratom. Prema
dobivenim rezultatima, saharoza (70 g/L) je izvrsni supstrat jer je nakon 12 dana

fermentacije izmjereno 247 g/L vlazne bakterijske celuloze.
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Slika 15. Utjecaj trajanja fermentacije na sintezu bakterijske celuloze u ¢aju od divlje

treSnje
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Utjecaj temperature (od 20 do 45 °C) na prinos bakterijske celuloze je prikazan
na Slici 16. Vidljivo je da je najveéi prinos postignut pri 28 °C (210 g/L vlazne
celuloze), a najmanji pri 45 °C (100 g/ L vlazne celuloze). Uzgojem pri 20 °C i 36 °C
uoceno je podjednako smanjenje prinosa bakterijske celuloze za 17, odnosno 10 %.
Rezultati se mogu usporediti s rezultatima Son i suradnika (2001), koji su uocili da je
optimalna temperatura pri kojoj je postignut najveci prinos bakterijske celuloze bila 30
°C. Kao i u ovom radu, Son i sur. (2001) su zabiljezili da povecanje temperature izaziva
smanjenje prinosa bakterijske celuloze, Sto je posljedica promjene morfologije i

kristalne strukture celulozne mrezne strukture.
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Slika 16. Utjecaj temperature na nastajanje bakterijske celuloze nakon 12 dana

fermentacije u ¢aju od divlje tre$nje
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Dokazano je da optimalna pH vrijednost za rast bakterija i proizvodnju
bakterijske celuloze ovisi 0 vrsti bakterija octene kiseline, a te se vrijednosti krecu
izmedu 4 i 7. Prema Son i suradnicima (2001), najbolji rezultati su dobiveni pri pH 6,5.
U ovom radu se pH vrijednost 5,0 pokazala najboljom za uzgoj i proizvodnju
bakterijske celuloze (Slika 17). 1z slike je vidljivo da su podjednaki rezultati postignuti
pri pH 3 1 pH 7, dakle i pri kiselom 1 neutralnom pH okruzenju, bakterijska je celuloza
sintetizirana podjednako. No, pri industrijskoj proizvodnji bakterijske celuloze za
biomedicinske primjene (Biofill i Gengiflex), pH mora biti odrzavan na niskim
vrijednostima, izmedu 4 1 4,5, kako bi se izbjegle moguce kontaminacije podloge
tijekom uzgoja (Jonas i Farah, 1998). Takoder je vazno napomenuti da se pH vrijednost
tijekom uzgoja moze sniziti zbog nakupljanja sekundarnih metabolita, uglavnom
organskih kiselina (octena, glukonska, mlije¢na), koje nastaju kao rezultat potroSnje
izvora ugljika ili duSika. Zbog toga je u industrijskoj proizvodnji bakterijske celuloze
izrazito vazno odrzavanje pH podloge na vrijednosti na kojoj se postize maksimalni

prinos bakterijske celuloze, uz minimalnu moguénost kontaminacije.
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Slika 17. Utjecaj pH na nastajanje bakterijske celuloze nakon 12 dana fermentacije u

osnovnoj kemijski definiranoj podlozi
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Posljednjih je godina intenzivno istrazivan sastav hranjivih podloga za dobivanje
maksimalnog prinosa bakterijske celuloze pomocu razlicitih sojeva bakterije G. xylinus,
a koji se odnosi na dodane izvore ugljika, koji mogu biti monosaharidi, disaharidi,
oligosaharidi, alkoholi, Se¢erni alkoholi i organske kiseline (Masaoka i sur., 1993, 1996;
Ishikara i sur., 2002; Keshk i Sameshima, 2005).

Zadovoljavaju¢a proizvodnja bakterijske celuloze rezultat je sposobnosti
bakterija octene kiseline da apsorbiraju glukozu iz razli¢itih supstrata s ugljikom, nakon
cega polimeriziraju glukozu do celuloze. Bakterije octene kiseline posjeduju dva glavna
operativna amfiboli¢ka puta: pentoza fosfatni put za oksidaciju ugljikohidrata i Krebsov
ciklus za oksidaciju organskih kiselina i sli¢nih spojeva (Ross i sur., 1991).

Na Slici 18 prikazani su rezultati prinosa bakterijske celuloze ovisno o izvorima
ugljika u hranjivim podlogama. Prema dobivenim rezultatima, glicerol se pokazao kao
najbolji izvor ugljika jer je izmjeren i najveci prinos vlazne biomase (151 g/L). Nakon
njega slijedi glukoza sa 126 g/L i na kraju etanol (100 g/L).
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Slika 18. Utjecaj razli¢itih izvora ugljika u podlozi; glukoza (20 g/L), glicerol

i etanol (2 % vol/vol) na nastajanje bakterijske celuloze
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Jo§ od sredine proslog stoljece, glukoza se smatrala jednim od najboljih izvora
ugljika za proizvodnju bakterijske celuloze, no i drugi izvori ugljika, pentoze i heksoze,
oligosaharidi, Skrob, alkohol ili organske kiseline mogu zamijeniti glukozu u podlozi
(Hestrin i Schramm, 1954). Na Slici 19 prikazan je utjecaj razliCitih koncentracija
glukoze dodane u podloge na koncentraciju nastale bakterijske celuloze. Prinos
bakterijske celuloze se povecavao s povecanjem koncentracije dodane glukoze, no samo
do koncentracije od 20 g/L, gdje je izmjereno 126 g/L vlazne biomase, odnosno 3,2 g/L
suhe bakterijske celuloze, nakon ¢ega se taj prinos smanjivao. Tako je pri koncentraciji
glukoze u podlozi od 50 g/L izmjerena vlazna masa celuloze bila samo 75 g/L, manje
nego ona koja je izmjerena pri 1 g/L glukoze (80 g/L). Poveéanje koncentracije glukoze
moze dovesti do nastajanja glukonske kiseline kao nusproizvoda tijekom proizvodnje
bakterijske celuloze, §to rezultira smanjenjem pH vrijednosti podloge i manjim
prinosima celuloze. Kad se bakterija A. xylinum uzgaja na glukoznom supstratu ili
ugljikohidratnom u ¢ijoj je strukturi glukoza, moze do¢i do 26 %-tne konverzije glukoze
u glukonsku i 2-keto-glukonsku kiselinu, ¢ime se Smanjuje brzina i prinos sintetizirane
bakterijske celuloze (Keshk, 2014).
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Slika 19. Utjecaj koncentracije glukoze (g/L) u kemijski definiranoj podlozi na

nastajanje bakterijske celuloze
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Koli¢ina sintetizirane biomase razmjerna je povecanju biomase, a prinos se
odreduje prema izvoru ugljika. Kada je etanol jedini izvor ugljika, dolazi do
viSestupanjskih oksidacija tog supstrata, a rezultat je nastajanje octene kiseline. Na Slici
20 prikazani su rezultati istrazivanja u kojem je etanol bio jedini izvor ugljika u
hranjivoj podlozi. 1z slike je vidljivo da je pri 2 % (vol/vol) etanola u podlozi postignut
najveci prinos vlazne bakterijske celuloze (100 g/L), $to je za 20 % manji prinos sego

kada je glukoza jedini izvor ugljika (Slika 19).
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Slika 20. Utjecaj koncentracije etanola (% vol/vol) u podlozi na nastajanje bakterijske
celuloze

Kad je glicerol jedini izvor ugljika, uglavnom nece do¢i do nastajanja glukonske
kiseline ili ¢e nastati vrlo male koncentracije kao rezultat metabolizma glicerola (Jonas 1
Farah, 1998).

Dodatak glicerola u kemijski definiranu podlogu rezultirao je najveé¢im prinosom
bakterijske celuloze (152 g/L vlazne celuloze). Ugljik se iz glicerola metabolizira putem

dva metabolicka ciklusa na razini trioza fosfata (Ross i sur., 1991). Oksidacija trioza
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fosfata je prva reakcija u ovom organizmu za transport ugljika iz Secera (pentoza
fosfatni ciklus) u Krebsov ciklus.
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Slika 21. Utjecaj koncentracije glicerola (% vol/vol) u podlozi na nastajanje bakterijske

celuloze
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4.3. UTJECAJ POVRSINE I DUBINE HRANJIVE PODLOGE NA
PROIZVODNJU BAKTERIJSKE CELULOZE

Prema Iguchi i sur. (2000), tijekom staticne fermentacije kombuche, bakterijska
celulozna opna se formira na medufazi zraka i teku¢ine, odnosno vidljiva je na povrSini
fermentirane tekucine. Zbog toga su provedena istrazivanja u kojoj mjeri povrSina
posude za uzgoj i dubina hranjive podloge utjecu na kinetiku nastajanja bakterijske
celuloze.

Fermentacija kombuche u biljnom ¢aju s okusom divlje tresnje je provedena u tri

staklene posude koje su se razlikovale po svom volumenu, visini i promjeru (Tablica 3).

Tablica 3. Utjecaj povrsine posude i dubine hranjive podloge na sintezu bakterijske

celuloze makon 12 dana fermentacije u ¢aju od divlje treSnje

Posuda Volumen Promjer Dubina Povrsina Odnos Vlazna
(mL) (cm) (cm) (cm?) bakterijska
\/ d h a a/h celuloza (g/L)
boca 620 6,5 20 33,18 1,66 32,26
teglica 370 8 55 50,27 9,14 216,22
tegla 1500 12 18 113,10 6,28 133,33

Iz Tablice 3 je vidljivo da je najmanji prinos bakterijske celuloze (20 g ili 32,26
g/L) postignut u visokoj i uskoj staklenoj posudi sa sirokim otvorom (grlom), ¢etiri puta
vedi u visokoj 1 Sirokoj staklenoj tegli (133,33 g/L), a najveci, skoro sedam puta veci U
niskoj i Sirokoj staklenoj teglici (216,22 g/L). Dakle, prema dobivenim rezultatima,
moze se zakljuciti da dubina hranjive podloge nema glavnu ulogu u sintezi bakterijske
celuloze, kao §to se to do sada moglo procitati u znantvenoj literaturi (Goh i sur., 2012),
nego je vaznija povrsina posude u kojoj se odvija fermentacija. Dobiveni rezultati mogu
se usporediti s rezultatima Masaoka i sur. (1993), koji su takoder uocili da volumen
hranjive podloge, odnosno visina u posudi, ne utjeCu na masu novonastale bakterijske

celuloze, ali su uocili da je izostalo kontinuirano nastajanje slojeva celuloze u posudi s
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konusnim stijenkama (konusnim tikvicama), §to ukazuje na vaZnost oblika posude u
kojoj se fermentacija odvija.

Goh i sur. (2012) su istrazivali utjecaj dubine hranjive podloge na sintezu
bakterijske celuloze u posudama s razli¢itim volumenima i viSinama. Uo¢ili su da, kad
dubina, odnosno visina posude nije znacajno razlicita, proizvodnja bakterijske celuloze
ovisi uglavnom o volumenu hranjive podloge. Prema njima, kulture s veéim
volumenom hranjive podloge donose ve¢i prinos bakterijske celuloze. Kao $to je
vidljivo iz Tablice 3, u posudi dubine 20 cm, prinos bakterijske celuloze je bio
znacajnije manji ¢ak 1 kad se radilo o volumenu od 620 mL. Ovi su rezultati u suglasju s
rezultatima koje su dobili Okiyama i sur. (1992), koji su uocili da se u dubokom
cjevastom spremniku sintetizirala relativno mala masa bakterijske celuloze. Ovi se
rezultati mogu objasniti time da stanice kvasca uz etanol proizvode i odredene
koncentracije CO,, koji se inkorporira u mrezastu strukturu bakterijske celuloze, ¢ime
smanjuje ili onemogucava dotok kisika koji je nuzan za rast i razmnozavanje bakterija
octene kiseline. Samim time $to je posuda uza, manja je aktivna povrSina opskrbljena
kisikom 1, posljedi¢no, sinteza bakterijske celuloze je usporena ili potpuno inhibirana.

Dobiveni rezultati pokazuju da povrSinski dio (odnos povrSina/dubina) hranjive
podloge ima vaznu ulogu u prinosu bakterijske celuloze. Zbog toga je vazno, ako se zZeli
poboljsati sinteza celuloze, fermentaciju voditi u plitkim posudama sa Sirokim otvorima,
zbog S$to boljeg pristupa kisiku bakterija octene kiseline, koje su odgovorne za sintezu
bakterijske celuloze.

Iako je nakon 12 dana fermentacije najve¢a koncentracija sintetizirane
bakterijske celuloze izmjerena u maloj teglici sa Sirokim otvorom, mjerenjem visina
novonastale celuloze svakih 24 sata, uocena je najbrza sinteza u visokoj staklenoj boci
(Slika 22). Ve¢ nakon 24 sata fermentacije, u svim je uzorcima bilo vidljivo nastajanje
tanke, prozirne opne na povrsini ¢aja. Ta se opna stvarala po sredini posuda, bez obzira
na povrsinu, a do kraja 1. dana fermentacije Sirila se prema stijenkama staklenih posuda,
sve dok nije u potpunosti popunila prostor i prekrila povrSinu caja. Svakih 24 sata
fermentacije su mjerene visine sintetiziranih bakterijskih celuloza jer se svakog dana

sintetizira novi sloj.
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Slika 22. Kinetika sinteze bakterijske celuloze u ¢aju od divlje tresnje u posudama
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4.4. UTJECAJ POVRSINE BAKTERIJSKE CELULOZE NA KAPACITET
ZADRZAVANJA I BRZINU OTPUSTANJA VODE

Posljednji dio istrazivanja odnosio se na sposobnost bakterijske celuloze da
apsorbira ili otpusti velike koli¢ine vode. Zbog toga su provedeni testovi kojima je
mjeren kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpustanja vode (WRR).

Kapacitet zadrzavanja vode i brzina otpuStanja vode su najvaznija svojstva
bakterijske celuloze kada se radi o biomedicinskoj primjeni. Odgovaraju¢a vlaznost
obradenje bakterijske celuloze pojatava 1 ubrzava zarastanje rana 1 S§titi od
kontaminacija (Ul-Islam i sur., 2012).

U Tablici 4 prikazani su rezultati mjerenja kapaciteta zadrzavanja vode u
uzorcima bakterijskih celuloza (BC) dobivenih uzgojem u razli¢itin staklenim

posudama, u biljnom ¢aju s okusom divlje treSnje.

Tablica 4. Kapacitet zadrzavanja vode bakterijske celuloze ovisno o specifi¢noj

povrsini
Uzorak Masa vlazne BC Specifi¢na povrsina BC WHC
(9) (cm?/g) (g vode/ g uzorka)
boca 20 1,659 116,43
teglica 80 0,628 100,49
tegla 200 0,566 89,55

Iz Tablice 4 je vidljivo da se, ovisno o specifinoj povrsini sintetizirane
bakterijske celuloze, rezultati razlikuju. Varijacije u kapacitetu zadrzavanja vode u
uzorcima mogu se pripisati njihovom razlikom u povrSini 1 poroznosti strukture.
Molekule vode su ,zarobljene® fizicki i na povrSini i u unutrasnjosti matriksa
bakterijske celuloze koji se sastoji od ispreplitanih vlakana (Watanabe i sur., 1998). Sto
je vise slobodnog prostora izmedu vlakana, to ¢e vise molekula vode moc¢i uci i
adsorbirati se u matriksu. Dakle, $to je veca specifi¢na povrSina vise vode ¢e se moci

zadrzati u matriksu bakterijske celuloze (Guo 1 Catchmark, 2012). Rezultati dobiveni u
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ovom radu pokazali su da se s povecanjem specificne povrSine bakterijske celuloze
povecavao i kapacitet zadrzavanja vode (Tablica 4).

Istrazivanja sposobnosti otpuStanja vode provedena su na uzorku bakterijske
celuloze uzgojenom u ¢aju (teglica) i u kemijski definiranoj podlozi s dodatkom
glicerola (Erlenmeyer tikvica od 300 mL). Razlog tome je $to su specifiéne povrsine
sintetiziranih bakterijskih celuloza imale slicnu, odnosno usporedivu specificnu
povrsinu.

Na Slici 23 prikazana je kinetika otpustanja vode iz ova dva izabrana uzorka
bakterijske celuloze tijekom 96 sati pokusa. Iz slike je vidljivo da je izmjereni specifi¢ni
udjel vode u pocetku bio veéi u uzorku s glicerolom, no nakon 48 sati se izjednacio s
uzorkom iz Caja. Apsorbirana voda je za 96 sati iz uzorka s glicerolom potpuno
evaporirala (ishlapila), dok je u uzorku bakterijske celuloze iz biljnog ¢aja ostalo 3 %

vode vezane u matriksu.
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Slika 23. Kinetika otpustanja vode (WRR) tijekom 96 sati iz uzoraka bakterijske
celuloze (BC) nakon 12 dana fermentacije u biljnom ¢aju s okusom

divlje tre$nje i u kemijski definiranoj podlozi s dodatkom 2 % (vol/vol) glicerola
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Izlazak molekula vode iz matriksa bakterijske celuloze uglavnom ovisi 0
rasporedu mikrovlakana (Shezad i sur., 2010). Gusto pakirana mikrovlakna vezu
molekule vode puno ucinkovitije zbog jacih interakcija medu vodikovim vezama u
strukturi celuloznog matriksa (Shah i sur., 2010).

Prema dobivenim rezultatima 1 literaturnim podacima, moze se zakljuciti da su i
kapacitet zadrzavanja vode (WHC) i brzina otpusStanja vode (WRR) jako ovisni o
strukturnim znacajkama bakterijske celuloze, posebice o veli¢ini i ukupnom volumenu
pora. Uzorci s manjim promjerima pora mogu zadrzati vodu u matriksu duze vrijeme,
ali veéi promjer pora znaci da ¢e uzorak akumulirati viSe vode i time povecati kapacitet

zadrzavanja vode (Ul-Islam i sur., 2012).
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

1. Kombucha napitak je vrlo sloZzenog sastava, a glavni proizvodi koji nastaju kao
posljedica biotransformacije su organske kiseline i mali udjel etanola, te bakterijska

celuloza, koja se u obliku tanke opne oblikuje na povrsini napitka.

2. Uzgoj kombuche proveden je u kompleksnoj podlozi s dodatkom 70 g/L saharoze kao
izvorom ugljika (biljni ¢aj) i kemijski definiranim podlogama s razli¢itim izvorima i

koncentracijama ugljika (glukoza, etanol i glicerol).

3. Povecanjem koncentracije glukoze u kemijski definiranoj podlozi povecala se
koncentracija octene kiseline, za razliku od etanola i glicerola ¢ija je prisutnost u
podlozi inhibirala nastajanje octene kiseline, a pospjesivala sintezu bakterijske celuloze.
Etanol 1 glicerol su, u vefim koncentracijama, izazvali smanjenje koncentracije

glukonske kiseline.

4. Povrsina posude za uzgoj znacajno utjee na prinos bakterijske celuloze. Najmanyji
prinos (32,26 g/L) postignut je u visokoj i uskoj posudi sa Sirokim grlom, Cetiri puta
veci u visokoj 1 Sirokoj posud (133,33 g/L), a Cak 7 puta veci u plitkoj 1 Sirokoj staklenoj
posudi (216,22 g/L). Rezultatima je dokazano da povrSina posude za uzgoj i dubina
hranjive podloge ima vaznu ulogu u prinosu bakterijske celuloze. Fermentacija se treba
odvijati u plitkim posudama sa Sirokim tvorima, zbog §to boljeg pristupa kisiku

bakterija octene kiseline, koje su odgovorne za sintezu bakterijske celuloze.
5. Sposobnost bakterijske celuloze da apsorbira ili otpusti velike koli¢ine vode izri€ito

je ovisna o strukturnim znacajkama same biomase, posebice o veli¢ini 1 ukupnom

volumenu same biomase, te poroznosti strukture.
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