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Biosinteza bakterijske nanoceluloze (BNC)iantimikrobna
aktivnostfermentiranekokosovevodes kombuchom

SazZetak

Bakterijska nanoceluloza (BNC) je obnovljiva prirodna polimerna sirovina koju karakteriziraju
izvrsna svojstva poput visoke kristalinicnosti i stupnja polimerizacije, hidrofilnosti, kiralnosti,
biorazgradivosti, te sposobnosti stvaranja razlicitih morfologija polukristalinicnih vliakana. U ovom je
radu istraZivan uzgoj kombuche u aerobnim uvjetima tijekom 14 dana fermentacije u kokosovoj vodi
na sobnoj temperaturi, pri razli¢itim koncentracijama saharoze. Pracene su promjene pH vrijednosti,
koncentracije etanola, octene, glukonske i mlijecne kiseline, kao i prinos BNC. IstraZivana je kinetika
otpustanja vode iz sintetizirane BNC, a rezultati su potvrdili da su uzorci pogodni za zacjeljivanje
rana na koZi. Antimikrobna aktivnost kombuche je testirana na bakterijama Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium i Bacillus subtilis, te kvascu vrste Candida albicans.
Uocena je antimikrobna aktivnost fermentirane kokosove vode na bakterije, no ne u potpunosti i na
kvasac C. albicans.

Kljucne rijeci: bakterijska nanoceluloza, kombucha, organske kiseline, kinetika otpusStanja vode,
antimikrobna aktivnost

Uvod

Biomaterijali imaju vitalnu ulogu u svakodnevnom Zivotu ljudi (Czaja i sur., 2007; Ratner i
Bryant, 2004). Vaznost biopolimera u prehrambenoj industriji, kao i u medicini sve vise dobiva
navaznosti (Ellisi Smith, 2008; Jayisur.,2008). Celuloza je najzastupljeniji biopolimer na zemlji
s godiSnjom proizvodnjom od 1,5 x 10*2 tona (Czaja i sur., 2004; Klemm i sur., 2005) i uglavhom
se dobiva obradom biljne biomase (Siré i Plackett, 2010).

Bakterijska nanoceluloza (BNC) je viSenamjenski biopolimer, koji posjeduje specificno vi-
soki stupanj poroznosti, relativno visoku propusnost za tekucine i plinove, izrazito visoku spo-
sobnost upijanja vode, ¢vrstocu strukture i ultrafinu mreznu strukturu (Chawla i sur., 2009; Ul-
lahisur., 2016).

Kombucha je nutritivno vrijedni fermentirani tradicionalni napitak koji se konzumira za po-
boljsanje zdravlja jer su rezultati istraZivanja pokazali da pomaze pri odredenim zdravstvenim
tegobama, kao Sto su artritis, razliciti tipovi karcinoma, te bolesti jetre (Sreeramulu i sur., 2000;
Pauline i sur., 2001). Tradicionalno se proizvodi s crnim ili zelenim ¢ajem zasladenim saharo-
zom u koji je, kao starter kultura, nacijepljena zdruzena, odnosno simbioticka kultura bakterija
octene kiseline i raznih vrsta osmofilnih kvasaca, a fermentacija se provodi tijekom 10-14 dana
(Teohisur.,2004).

Napitak dobiven fermentacijom, ovisno o koncentraciji dodanog Secera, osvjeZavajuce
je slatkast, blago kiselkast, lagano pjenusav poput jabukovace, a zbog njegovih nutritivnih,
bioloskih i ekoloskih vrijednosti, preporucuje se svakodnevna konzumacija u malim koli¢inama
(Blanc, 1996). Smatra se da je prvi put proizveden u Kini, no kombucha se danas na tradicionalni
nacin proizvodi u mnogim kucanstvima diljem Europe, sjeverne Amerike i Sjeverne Afrike. U
posljednje vrijeme se u razvijenim zemljama povecala zainteresiranost za ovim napitkom, Sto
je prepoznala i prehrambena industrija, pa se u trgovinama zdrave hrane mogu naéi komerci-
jalni proizvodi novije generacije (Malbasa i sur., 2008).
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Tijekom fermentacije, bakterije i kvasci metaboliziraju saharozu ili neki drugi izvor ugljika
do razli¢itih organskih kiselina, octene i glukonske u veéim koncentracijama, a glukuronske,
mlije€ne i limunske u manjim jer njihove koncentracije ne prelaze 1 g/L (Jayabalan i sur., 2007).

Na povrsini napitka se svakodnevno sintetizira tanki sloj plutajuce pelikule (opne), odno-
sno BNC koja s vremenom fermentacije dobiva na volumenu i povrsini (Chen i Liu, 2000). BNC
ima Sirok raspon primjena u biomedicini i prehrani zbog svoje visoke Cistoce i jedinstvenih
fizikalno-kemijskih svojstava (Dufresne, 2013). U prehrambenoj industriji, BNC se koristi u pro-
izvodnji hrane, dijetalnih vlakna, kao sredstvo za zgusnjavanje i stabilizaciju, te za povezivanje
razliitih vrsta proizvoda (Okiyama i sur., 1993).

U ovom radu su istrazivane biokemijske promjene koje su posljedica biotransformacije sim-
bioticki zdruZzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca u fermentirani napitak (kombucha)
i sintezu BNC. Uzgoj je proveden u staticnim uvjetima na sobnoj temperaturi tijekom 14 dana
u kompleksnoj podlozi (kokosova voda), a glavni izvor ugljika bila je saharoza (bijeli konzumni
Secer) pri razli¢itim koncentracijama (40, 60, 80, 100 i 120 g/L). IstraZivani su kljuéni ¢imbenici
koji utjec¢u na sintezu BNC, a poglavito se to odnosi na udjel izvora ugljika, nastajanje organskih
kiselina (octena, glukonska i mlije¢na) i etanola, kao i na antimikrobnu aktivnost fermentiranog
kombucha napitka.

Materijali i metode

Priprava kombuche

Komercijalna starter kultura kombuche pripravljena je uzgojem u zelenom caju (Franck d.d.,
Hrvatska) uz dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 8 dana u asepti¢nim uvjetima pri 28 2C
u termostatu. Nakon toga je uzgojena kombucha (narezana steriliziranim skalpelom na koma-
di¢e podjednake mase) i 10 % (vol/vol) fermentiranog zelenog ¢aja, u asepti¢nim uvjetima na-
cijepljena u 500 mL pasterizirane 100%-tne kokosove vode proizvodaca Galleria Internazionale
d.o.o., Nizozemska. Masene koncentracije dodane saharoze u istrazivanim uzorcima bile su: 40,
60, 80, 100 i 120 g/L, a uzgoj (14 dana) je proveden u aseptitnim uvjetima u termostatu pri 28
C, u steriliziranim staklenim teglama volumena 1 L, pokrivenim sterilnim gazama (kompresa-
ma) kako bi bila osigurana aeracija, te pri¢vrséenim ¢vrstom gumicom.

Odredivanje pH vrijednosti

Uzorcima je pocetna pH vrijednost podesena na4,5s 10 M octenom kiselinom, nakon cega
je promjena vrijednosti mjerena svaki dan tijekom 14 dana fermentacije. Mjerenja su provede-
na nakon pazljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub posuda, kako ne bi doslo do
oStecenja plutajuce nanocelulozne pelikule na povrsini uzorka. Mjerenja su provedena pomo-
¢u pH metra Hanna Industrial model HI 98103 (SAD).

Odredivanjekoncentracijeoctenekiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentirane kokosove vode i 20
mL vode te je dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopi-
nom 0,1 M NaOH do prve pojave ljubi¢aste boje. Masena koncentracija octene kiseline (g/L)
izraCunata je prema izrazu:

Y(CH,COOH) = V(NaOH) - f(NaOH) -V(uzorka) -6 (1)
gdjeje:

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

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

V(uzorka) =volumen uzorka (1 mL)
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Odredivanje koncentracije glukonske kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi fenolf-
taleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave ljubicaste
boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izraCunata je prema jednadzbi:

v(C,H,,0,) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 1,97) / V(uzorka) (2)
gdjeje:

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

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

V(uzorka) = volumen uzorka (mL)

Odredivanjekoncentracijemlijecnekiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka fermentirane kokosove vode i
dodano je nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak titriran je otopinom 0,1 M
NaOH do prve pojave ljubicaste boje. Svaki mL 0,1 M NaOH ekvivalentan je 90,08 mg mlijecne
kiseline. Masena koncentracija mlijecne kiseline (g/L) izracunata je prema jednadzbi:

Y(CH,CH(OH)COOH) = (V(NaOH) - M(NaOH) - 90,08) / V(uzorka) (3)
gdjeje:

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

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

V(uzorka) =volumen uzorka (mL)

Odredivanjealkoholakemijskommetodom
Udjel alkohola u fermentiranim uzorcima, tijekom previranja Secera do etanola i biooksida-
cije etanola do octene kiseline, odredivan je kemijskom metodom koja se zasniva na oksidaciji
alkohola s kalijevim bikromatom (K,Cr,0,) u kiselom okoliSu. Koncentracija (vol %) alkohola je
izraCunata prema jednadzbi:
a

alkohol (vol %) =(10-ﬁ) -2 (4)

a=utrosak0,1 M otopine Na.S.O_(mL)

27273

Izracunavanje prinosa nanocelulozne biomase kombuche

Nakon 14 dana fermentacije, plutajuce pelikule BNC, koje su formirane na povrsini kokoso-
ve vode, pazljivo su izvadene iz staklenih posuda i ispirane demineraliziranom vodom sve dok
pH vode za ispiranje nije dostigao pocetnu vrijednost vode (Toda i sur., 1991).

Prinos celulozne biomase (Y_) izraCunat je prema formuli:

(v vlazne biomase nakon fermentacije —y vlaznog inokuluma)

Y, (%) = - 100 (5)

{vizvora Cna pofetku fermentacije)

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

Za odredivanje brzine otpustanja vode iz novo sintetizirane BNC nakon 14 dana fermen-
tacije u kokosovoj vodi, mase vlaznih uzoraka mjerene su kontinuiranim vaganjem svakih 24
sata do konstantne mase tijekom 5 dana na sobnoj temperaturi. Uzorci su bili pohranjeni u
Petrijevoj zdjelici, pokriveni filtar papirom (Shezad i sur., 2010). Rezultati su prikazani graficki
kao odnos mase otpustene vode u odredenom vremenskom periodu.
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Odredivanjeantimikrobneaktivnosti

Antimikrobna aktivnost inhibicijom rasta odabranih test-mikroorganizama: bakterija vrsta
Escherichia coli (3014), Bacillus subtilis (3002), Staphylococcus aureus (3048), Salmonella typhi-
murium (3064) i kvasca Candida albicans (3008) odredivana je metodom radijalne difuzije. Test-
mikroorganizmi dobiveni su iz Zbirke mikroorganizama Laboratorija za op¢u mikrobiologiju i
mikrobiologiju namirnica, Zavoda za biokemijsko inZenjerstvo, Prehrambeno-biotehnoloskog
fakulteta Sveucili$ta u Zagrebu. Cuvani su kao &iste kulture na odgovarajuc¢im hranjivim podlo-
gama pri temperaturi od 4 2C do pocetka pokusa.

Suspenzije stanica bakterija i kvasca (10® cfu/mL) nacijepljene su na hranjive podloge te im
je u izbusene rupe u podlozi (visina 3 mm, promjer 4 mm) pipetom dodano 100 pL uzoraka
fermentirane kokosove vode s razli¢itim koncentracijama saharoze. Podloge su stavljene na in-
kubaciju 24 h pri 28 °C (kvasci) i 48 h pri 37 °C (bakterije). Tijekom inkubacije, istrazivani uzorci
su difundirali radijalno u agar tvoredi gradijent koncentracije i, ovisno o njihovim antimikrob-
nim djelovanjima, inhibirali rast mikroorganizma u okolini izbusenih rupa. Prozirna zona u kojoj
nema vidljivog rasta naziva se zona inhibicije (Zl) i indikacija je osjetljivosti mikroorganizma pre-
ma napitku s antimikrobnim djelovanjem. Nakon toga su ocitani rezultati istrazivanja, pri ¢emu
je promatrano postoji li zona inhibicije, je li podrucje zamucéeno ili Cisto, te su mjereni promjeri
nastalih zona. Svi su pokusi provedeni u tri usporedna nacjepljivanja na hranjive podloge.

Rezultatiirasprava

U ovom su radu provedena istrazivanja biokemijskih promjena koja se dogadaju tijekom bi-
otransformacije simbioti¢ki zdruzene kulture bakterija octene kiseline i kvasaca u fermentirani
napitak (kokosova voda) i BNC. Tijekom 14 dana aerobne fermentacije na sobnoj temperaturi,
praceni su razli¢iti parametri: promjena pH vrijednosti kokosove vode, kinetika nastajanja oc-
tene, glukonske i mlijecne kiseline, te smanjenja koncentracije etanola, kao i kinetika sinteze
BNC, otpustanja vode iz BNC te antimikrobno djelovanje fermentiranog kombucha napitka.

Promjena pH vrijednosti

Optimalna pH vrijednost za rast kvasaca iz roda Saccharomyces je od 4,3 do 4,8, a bakterija
iz roda Gluconacetobacter izmedu 5,4 i 6,3. Rast se odvija i pri nizim pH vrijednostima, od 4,0
do 4,5, no minimalni rast je zabiljeZzen pri pH 7,0 do 8,0. Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem
pokazali su da su bakterije octene kiseline kao dio mikroflore kombuche sposobne rasti, proi-
zvoditi organske kiseline i sintetizirati BNC cak i pri pH vrijednostima nizim od 3,0 (Grafikon 1).

Tijekom uzgoja se pH vrijednost sniZzava zbog nakupljanja sekundarnih metabolita, uglav-
nom organskih kiselina (octena, glukonska, mlije¢na), koje nastaju kao rezultat potrosnje izvo-
ra ugljika ili dusika. Zbog toga je u industrijskoj proizvodnji BNC izrazito vazno odrzavanje pH
podloge na vrijednosti na kojoj se postize maksimalni prinos BNC, uz minimalnu mogucnost
kontaminacije (Mikkelsen i sur., 2009). No, nastajanje organskih kiselina nije jedini razlog sma-
njenja pH vrijednosti kombucha napitaka. Postoji pH gradijent izmedu sintetizirane pelikule
BNC i fermentacijske podloge. Pocetna kultura (starter) BNC je prirodno kisela jer se tijekom
inokulacije dodaje i odredeni volumen ¢aja u kojem je uzgojena, te se njenom inokulacijom
odmah smanjuje pH vrijednost hranjive podloge, najc¢eSce s pocetne vrijednosti na pH 3 tije-
kom 14 dana fermentacije (Chen i Liu, 2000; Sreeramulu i sur., 2000).
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Grafikon 1. Promjene pH vrijednosti tijekom fermentacije kokosove vode s razli¢éitom ma-
senom koncentracijomdodane saharoze

Graph. 1. Changes in pH values for the fermented coconut water with different sucrose
concentrations

Promjena koncentracija organskih kiselinaietanola

Octena kiselina jedna je od glavnih metabolita tijekom fermentacije kombuche. Kinetika
nastajanja octene kiseline tijekom fermentacije kokosove vode prikazana je na Grafikonu 2.
Vidljivo je gotovo linearno povecéanje koncentracije tijekom 14 dana fermentacije pri razlicitim
koncentracijama saharoze. Najveca koncentracija na kraju procesa odredena je u uzorku sa
120 g/L 3ecera (15,36 g/L), a najniza kod 100 g/L (5,76 g/L. Pri ostalim koncentracijama saha-
roze odredene su relativno podjednake koncentracija octene kiseline (od 10,32 do 12,48 g/L).
Dobiveni rezultati mogu se djelomi¢no usporediti s rezultatima koje je objavio Blanc (1996),
koji je u podlozi sa 70 g/L saharoze izmjerio nisku koncentraciju octene kiseline, u podlozi sa
100 g/L visoku koncentraciju, a najvisu koncentraciju u podlozi s 50 g/L saharoze. No, opcenito
gledano, iako i u rezultatima dobivenim u ovom radu i u istraZivanju koje je proveo Blanc (1996)
nema izricite podudarnosti, apsolutne vrijednosti nastale octene kiseline u oba istraZivanja su
bile podjednake, izmedu 4 i 16 g/L.

Ovisno o tome Zeli li se proizvoditi fermentirani kombucha napitak ili BNC, ucinak pocetne
koncentracije izvora ugljika u podlozi je izrazito vazan jer nastajanje glukonske kiseline kao
sporednog proizvoda rezultira snizavanjem pH hranjive podloge, a samim tim smanjenjem
brzine i produktivnost sinteze BNC (Masaoka i sur., 1993). Prema istrazivanju koje je proveo
Roussin (1996), uz octenu kiselinu koja je dominantna u kombucha napitcima, u relativno viso-
kim koncentracijama je odredena i glukonska kiselina. Autor je upozorio da i ¢esto navodena
prisutnost glukuronske kiseline u razli¢itim uzorcima kombuche moze zavarati jer obje kiseline
imaju isto retencijsko vrijeme ako se odreduju mjerenjem na HPLC-u. Zakljucio je da glukuron-
ska kiselina nije tipicna za kombucha napitke, vec je to glukonska kiselina.
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Grafikon 2. Promjene koncentracije octene kiseline tijekom fermentacije kokosove vode s
razlicitom masenom koncentracijomdodane saharoze

Graph. 2. Changes in acetic acid concentration for the fermented coconut water with diffe-
rent sucrose concentrations

Rezultati prikazani na Grafikonu 3 ukazuju da je koncentracija glukonske kiseline bila 10
puta niZza od koncentracije octene kiseline, no mozZe se uociti karakteristi¢ni linearni rast i kod
jedne i druge kiseline tijekom 14 dana fermentacije kokosove vode. Ponovno je najve¢a kon-
centracija odredena kod uzorka s dodanih 120 g/L saharoze (1,26 g/L), neSto niza pri 60 g/L
(1,024 g/L), najniza pri 100 g/L (0,85 g/L), a u uzorcima sa 40 i 80 g/L izmjerene su vrlo sli¢ne
koncentracije glukonske kiseline (0,89 i 0,87 g/L).

Uzorci nacijepljeni kombuchom uzgojeni su u stati¢noj kulturi, pri cemu nije bio odredivan
mikrobioloski sastav uzoraka. Upravo zbog ovog razloga odredeno odstupanje izmedu dobi-
venih rezultata u ovom radu i objavljenih u literaturi moze biti posljedica razli¢itosti mikroflore
koja je dio ekoloskog izvorista nacijepljenih kultura.

Nastajanje mlijeCne kiseline rezultat je metabolizma bakterija mlije¢ne kiseline, koje su u
inokulumu zastupljene u malom broju, a vrlo je znacajno zbog inhibicijskog djelovanja ove ki-
seline na patogene mikroorganizme i vrste koje izazivaju kvarenje namirnica (Magalhdes i sur.,
2011). Povecanje koncentracije mlijecne kiseline tijekom 14 dana fermentacije prikazano je na
Grafikonu 4. Kao 3to se mozZe primijetiti na grafickom prikazu, ponovno je najmanja koncen-
tracija odredena u uzorku sa 100 g/L dodane saharoze (0,024 g/L), a najveéa kod 120 g/1 (0,063
g/L). Pri koncentraciji Secera od 60 g/L izmjereno je 0,047 g/L mlije¢ne kiseline, as 40 g/Li 80
g/Lsaharoze suimale istu koncentraciju (0,041 g/L). Ovako niske koncentracije mlije¢ne kiseli-
ne mogu se objasniti time Sto kokosova voda ne sadrZi biotin kao faktor rastai amino dusik koji
su nuzni za intenzivniji metabolizam kombuche koji bi rezultirao ve¢im udjelom mlijec¢ne kiseli-
ne u napitku. Nadalje, bakterije mlijecne kiseline su mikroaerofili, a uzgoj kombuche se odvija u
aerobnim uvjetima zbog striktno aerobnih bakterija octene kiseline i fakultativnho anaerobnih
kvasaca (Malbasa i sur., 2008).
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Grafikon 3. Promjene koncentracije glukonske kiseline tijekom fermentacije kokosove
vode s razli¢itom masenom koncentracijom dodane saharoze

Graph. 3. Changes in gluconic acid concentration for the fermented coconut water with
different sucrose concentrations
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Grafikon 4. Promjene koncentracije mliije¢ne kiseline tijekom fermentacije kokosove vode
srazli¢citom masenom koncentracijom dodane saharoze
Graph. 4. Changes in lactic acid concentration for the fermented coconut water with diffe-
rent sucrose concentrations
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Kombucha je kompleksni napitak koji je istovremeno i zdrav i osvjeZavajudi, te gotovo ima
status ,kultnog” ili ,izljeCujuéeg”. Na trzistu se moze naci kao bezalkoholno pice, Cija koncen-
tracija etanola mora biti niza od 0,5 % vol/vol. Prema istraZivanjima koje su proveli Chen i Liu
(2000), koncentracija etanola se poveéava u prvom dijelu fermentacije kombuche i postiZe svo-
ju maksimalnu vrijednost, te se nakon toga smanjuje. Do istog zaklju¢ka dosao je i Reiss (1994),
koji je zaklju€io da se nastajanje etanola povecava do maksimuma u Sestom danu fermentacije,
a nakon toga se smanjuje. U ovom je radu izmjereno linearno povecanje koncentracije etanola
do cetvrtog dana fermentacije kombuche u kokosovoj vodi i to kod svih koncentracija Secera
(Grafikon 5). Najvece koncentracije su izmjerene kod 120 g/L (0,465 g/L) i 100 g/L saharoze
(0,301 g/L), dok su pri drugim koncentracijama Secera izmjerene puno manje koncentracije
etanola (od 0,029 do 0,087 g/L). Rezultati smanjenja koncentracije etanola ukazuju na biook-
sidaciju do octene kiseline jer je u ¢etvrtom danu njena koncentracija naglo pocela rasti (Gra-
fikon 2).
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Grafikon 5. Promjene koncentracije etanola tijekom fermentacije kokosove vode s razlici-
tom masenom koncentracijom dodane saharoze

Graph. 5. Changes in ethanol concentration for the fermented coconut water with diffe-
rent sucrose concentrations

Sinteza bakterijske celuloze

Jedna od prvih i vidljivih proizvoda biotransformacije zasladenog napitka tijekom fermen-
tacije je nanocelulozna opna (pelikula) koja se u tankom sloju oblikuje na povrsini tekuéine
(Slika 6, lijevo). Celuloznu pelikulu na povr3ini odrzava CO, koji nastaje kao posljedica fermen-
tativne aktivnosti kvasaca (Sievers i sur., 1995). Na povrsini nanocelulozne pelikule nalazi se
veliki broj bakterija octene kiseline, striktnih aeroba, kojima je za rast i razmnoZavanje nuzan
atmosferski kisik, dok su s donje strane nakupine kvasaca, koji pripadaju fakultativho anaerob-
nim mikroorganizmima (Malbasa i sur., 2008).
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Slika 6. Sintetizirana BNC pelikula u kokosovoj vodi nakon 24 sata fermentacije (lijevo) i
nakon 14 dana fermentacije (desno)

Fig. 6. BNC pelicula synthesized in coconut water after 24 hours of fermentation (left) and
prolonged 14 days of fermentation (right)

Tablica 1. Prinos BNC nakon 14 dana fermentacije kombuche u kokosovoj vodi
Table 1. BNC yield after 14 days of kombucha fermentation in coconut water

Koncentracija saharoze (g/L)/ yinokuluma (g/L)/ yBNC(g/L)/ Prinos (%)/
Sucrose concentration (g/L) yinoculum (g/L) vy BNC (g/L) Yield (%)
40 16,14 27,02 27,21
60 24,28 35,82 19,23
80 32,07 62,65 38,23
100 40,47 49,64 9,17
120 48,02 78,68 25,55
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Grafi on7.Promjenadebljine (mm)vlazne BNCtijekom 14 dana fermentacije kokosove vode
Graph. 7. Changes in wet BNC thickness (mm) during fermentation of coconut water for a

period of 14 days
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Prinos biomase tijekom fermentacije je usko povezan s koncentracijom izvora ugljika (Ta-
blica 1, Grafikon 7). Prema dobivenim rezultatima, dodatkom 80 g/L saharoze u kokosovu vodu
postignut je najbolji prinos vlazne BNC biomase (38,23 %) nakon 14 dana fermentacije. Iz Ta-
blice 1 je vidljivo da je najmaniji prinos BNC bio pro koncentraciji saharoze od 100 g/L (9,17 %).
Prema Goh i sur. (2012), moguée objasnjenje ovakvog rezultata je neujednacena brzina prije-
nosa hranjiva i potrosnje supstrata, te da, ovisno o sastavu hranjive podloge, prinos BNC moze
varirati, bez obzira na koncentraciju dodanog izvora ugljika.

Kinetika otpustanja vode (WRR)

Sposobnost otpustanja vode izrazito je vaino svojstvo BNC za biomedicinsku primjenu
kao pokrovnog materijala za rane. Velika mehanicka ¢vrsto¢a u vlaznom stanju, propustljivost
za tekucine i plinove, te ne izazivanje iritacija koZe, Cini zZelatinoznu membranu BNC dobrom
umjetnom koZom za kratkotrajno prekrivanje povrsinskih koznih ozljeda i opeklina (Portela i
sur.,2019).

Na Grafikonu 8 je prikazana kinetika otpustanja vode iz uzoraka sintetiziranih u kokoso-
voj vodi tijekom 5 dana pokusa. Vidljivo je da je izmjereni specifi¢ni udjel vode u pocetku bio
najvedi u uzorku sa 120 g/L saharoze, slijedio je 80 g/L saharoze, u uzorku sa 100 g/L saharoze
izmjerena je srednja vrijednost, a najmanja vrijednost je izmjerena u uzorcima s 40 i 60 g/L sa-
haroze. Apsorbirana voda je nakon 6 dana iz uzoraka potpuno evaporirala (ishlapila), dok je u
uzorku BNC iz podloge sa 120 g/L ostalo 2 % vode vezane u matriksu pelikule.
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Grafikon 8. Brzina otpustanja vode (5 dana) iz BNC sintetizirane nakon 14 dana fermenta-
cije kokosove vode

Graph. 8. Water Release Rate (WRR) (5 days) from BNC synthesized after fermentation of
coconut water for a period of 14 days

Izlazak molekula vode iz matriksa pelikule BNC ovisi o rasporedu mikrovlakana (Shezad i
sur., 2010). Gusto pakirana mikrovlakna vezu molekule vode puno ucinkovitije zbog jacih inte-

59



glasnik zastite bilja 64

godine

rakcija medu vodikovim vezama u strukturi nanoceluloznog matriksa (Shahisur.,2013). Prema
literaturnim podacima, brzina otpustanja vode (WRR) je jako ovisna o strukturnim znacajkama
BNC, posebice o veli¢ini i ukupnom volumenu pora. Uzorci s manjim promjerima pora mogu
zadrzati vodu u matriksu pelikule duZe vrijeme, ali veéi promjer pora znaci da ¢e uzorak akumu-
lirativiSe vodeitime povecati kapacitet zadrZavanjavode (Ul-Islamisur.,2012).

Antimikrobna aktivnost

Mnoga dosadasnja istrazivanja antimikrobne aktivnosti kombucha napitaka pokazala su
djelovanje na Siroki spektar patogenih bakterija, no djelovanje na kvasce i plijesni je vrlo rijetko
istrazivano (Greenwalt i sur., 1998; Sreeramulu i sur., 2000), no rezultati istraZivanja pokazali su
da je to vjerojatno zato Sto su kvasci i plijesni acidofilni mikroorganizmi, a time i otporniji na
organske kiseline koje nastaju tijekom fermentacije, posebice na octenu kiselinu koja nastaje u
najvecoj koncentraciji (Battikh i sur., 2012).

U ovom su radu, zbog odredivanja antimikrobne aktivnosti kombuche uzgajane u koko-
sovoj vodi s razli¢itim koncentracijama dodane saharoze, uzorci testirani na hranjivim podlo-
gama nacijepljenim s bakterijama E. coli, B. subtilis, S. aureus i S. typhimurium, te kvascem C.
albicans. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 2. MoZe se uociti da je dvostruko veca antimi-
krobna aktivnost postignuta prema bakterijama, pri svim koncentracijama saharoze dodane u
kokosovu vodu, nego prema C. albicans. Najvece zone inhibicije, i kod bakterija i kod kvasca,
postignute su pri koncentraciji 40 g/L, tek malo manje pri 120 g/L, dok pri 100 g/L i 120 g/L nisu
postignute zone inhibicije prema kvascu C. albicans. Fermentirana kokosova voda s dodatkom
40 g/L saharoze pokazala se izrazito djelotvornom za inhibiciju rasta svih vrsta ispitivanih mi-
kroorganizama.

Tablica 2. Antimikrobna aktivnost fermentirane kokosove vode pomo¢u kombuche
Table 2. Antimicrobial activity of kombucha fermented coconut water

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

Zone inhibicije (mm)/Zones of inhibition (mm)

40 33 20 - 23 14

60 28 24 - 23 13

80 28 22 - 22 11

100 25 16 - 15 -

120 32 24 - 24 -
Zakljucak

Posljednjih godina intenzivno se vrse istraZivanja usredotocena na uporabu prirodnih
polimera (biomase) kao obnovljivih izvora energije. Prirodni polimeri obilno su dostupni za-
hvaljujuci raznolikosti prirodnih organizama sa specificnim svojstvima koji mogu zadovoljiti
potrebe za njima u svakodnevnom Zivotu. BNC je u spektru polimernih materijala izazvala izra-
zitu paznju medu istraZivacima, zahvaljujuéi dostupnosti i jedinstvenim svojstvima, te Sirokom
rasponu primjene u biomedicini, prehrambenoj, papirnoj i tekstilnoj industriji, no njena sveo-
buhvatna primjena jos uvijek nije u potpunostiistraZzena. Rezultati dobiveni ovim istraZivanjem
pokazali su da je koncentracija saharoze, koja je uporabljena kao jedini izvor ugljika, znacajno
utjecala na udjel organskih kiselina u kombucha napitku, kao i na prinos sintetizirane BNC.
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Original scientific paper

Bacterial nanocellulose (BNC) biosynthesis, and antimicrobial
activity of kombucha in fermented coconut water

Abstract

Bacterial nanoellulose (BNC) is a sustainable natural polymeric raw material characterized by exciting
properties such as hydrophilicity, chirality, biodegradability, broad chemical-modifying capacity, and the
formation of different semicrystalline fiber morphologies. This work studies cultivation of kombucha in
aerobic conditions over a period up to 14 days of fermentation in coconut water, at room temperature
with different sucrose concentrations added. Changes in pH value, ethanol, acetic acid, gluconic acid,
and lactic acid concentrations were observed, as well as yield of BNC. The water release rate (WRR) were
investigated, and the results supported its anticipated use as antimicrobial wound dressing material. The
antimicrobial activity of kombucha was tested against bacteria Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium and Bacillus subtilis, as well as yeast Candida albicans. Antimicrobial activitiy of
coconut water was observed in the fermented samples against all the investigated bacteria strains, but not
completely against yeast Candida albicans.

Keywords: Bacterial nanocellulose, Kombucha, Organic acids, Water release kinetics, Antimicrobial

activity
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