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1. Uvod

U poslednjoj deceniji, uocava se rast popularnosti proizvodnje i konzumacije hrane is-
kljucivo prirodnog porekla. Savremeno potrosacko drustvo stavlja sve vecéi akcenat na potrebu
za informisanjem o potencijalnim rizicima i prednostima namirnica dostupnih na trzi$tu. Jedan
od pravaca ovog razvoja je funkcionalna hrana, koja zahvaljuju¢i svojim osobinama smanjuje
rizik od pojave razli¢itih negativnih uticaja na zdravlje potrosaca. U ovu grupu namirnica spa-
daju razliciti tipovi mle¢nih proizvoda. Medutim, kako poremecaji ishrane, poput intolerancije
na laktozu, postaju sve ucestaliji problem, razvoj funkcionalnih, probiotskih napitaka koji nisu
na mlec¢noj osnovi je sve interesantniji i moze se ocekivati da ¢e ovaj segment trzista u buduc-
nosti znacajno rasti. Za kombuha napitak se smatra da pokazuje veliki broj korisnih dejstava na
ljudsko zdravlje, te predstavlja vredan dodatak ljudskoj ishrani jer ima antimikrobna, antioksi-
dativna, hepatoprotektivna i antikancerogena svojstva. lako se napitak tradicionalno proizvodi
na crnom ili zelenom ¢aju, kombuha kultura moze da fermentise veliki broj supstrata, obezbe-
dujudi na taj nacin napitke razli¢itih karakteristika.

Kombuha je fermentisani napitak koji proizvodi zdruzena kultura kvasaca i bakterija
(engl. Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast, SCOBY) na nutritivno bogatoj podlozi. Tradici-
onalni nacin proizvodnje podrazumeva medijum na bazi crnog ili zelenog ¢aja (Camellia sinen-
sis), koji predstavlja izvor azota i mikronutrijenata, uz dodatak saharoze kao izvora ugljenika.
Osvezavajuci, blago gaziran ukus napitka zasniva se na ¢injenici da kvasci fermenti$u Secere
do etanola i ugljenik(IV)-oksida, a sir¢etne bakterije oksidiSu etanol do siréetne kiseline
(Jayabalan i sar., 2014, 2016; Malbasa, 2009).

Kombuha napitak proizveden po tradicionalnoj recepturi ima manje od 0,50% (v/v) e-
tanola, ¢ime je ispunjen kriterijum za klasifikaciju u kategoriju bezalkoholnih napitaka, prema
odredbama, kako Republike Srbije, tako i Evropske unije i SAD-a (Blanc, 1996; Zhang, 2019).

Casopis Forbs (engl. Forbes) je kombuhu proglasio napitkom godine za 2020. godinu
(https://www.forbes.com/sites/bridgetshirvell/2020/08/13/how-hard-kombucha-became-the-
drink-o0f-2020/?sh=2e7e9780550c), dok je Vol Strit Dzurnal (engl. The Wall Street Journal)
2018. godinu prozvao godinom luksuzne vode i kombuhe (engl. The Year of Fancy Water and
Kombucha), posto je prodaja kombuhe u 2018. godini porasla za 43%
(https://www.wsj.com/articles/the-year-of-fancy-water-and-kombucha-11546269901). Tokom
trajanja pandemije COVID-19 u nekoliko zemalja primecen je porast konzumacije fermenti-
sane hrane, naro¢ito napitaka, medu kojima se posebno izdvajaju kombuha i kefir (La Torre i
sar., 2021).

Mikrobioloski sastav kombuha kulture varira i zavisi od geografske lokacije gde se ona
uzgaja. Najcesce su prisutne sircetne bakterije rodova Komagataeibacter, Gluconobacter i A-
cetobacter, mlecnokisele bakterije rodova Lactobacillus i Lactococcus (Villarreal-Soto i sar.,
2020), kao i kvasci vrsta Schizosaccharomyces pombe, Saccharomycodes ludwigii, Kloeckera
apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii i
Brettanomyces bruxellensis (Coton i sar., 2017). Bakterije vrste Komagataeibacter xylinus pro-
izvode celuloznu navlaku, sa¢injenu od celuloznih nanofibrila debljine od 2 do 4 nm koje
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formiraju biofilm. Karakteristi¢na celulozna navlaka pluta po povrsini i obezbeduje podlogu za
rast siréetnih bakterija (Villarreal-Soto i sar., 2018; Yamada, Yukphan, Vu, Muramatsu,
Ochaikul, Tanasupawat, i sar., 2012). Bakterijska celuloza se ceni zbog svoje visoke Cistoce i
stepena kristali¢nosti 1 navodi kao znacajna s aspekta primene u ulozi bioadsorbenta, materijala
za pakovanje ili materijala bioloskog porekla koji se moze koristiti u medicini (Bertsch i sar.,
2021). U danasnjoj praksi, celuloza se jo$ uvek najéesce dobija upotrebom biljaka. Ipak, nega-
tivni ekoloski uticaj navedenog postupka, Sto se pre svega odnosi na veliku potrosnju drveta
kao sirovine, podstice deforestaciju i navodi na potrebu za razmatranjem alternativnih metoda.
Jedan od mogucih nacina dobijanja celuloze je koris¢enje mikroorganizama. Na ovaj nacin o-
mogucava se dobijanje celuloze kao obnovljive sirovine, uzimajuéi u obzir njeno poreklo i bi-
odegradabilnost (Costa i sar., 2017; Galdino da Silva i sar., 2021).

Istrazivanja poslednjih decenija su pokazala da je kombuha kultura sposobna da fer-
mentise veliki broj razli¢itih supstrata, dokle god su ispunjeni osnovni nutritivni zahtevi (Sinir
i sar., 2019). Vrednost pH napitka se brzo spusta i na taj nac¢in se smanjuje rizik od kontamina-
cije. Takode, moguce je dodati i te¢ni inokulum, a ne samo celuloznu navlaku, i na taj nacin
obezbediti nizu vrednost pH od samog pocetka fermentacije. Dominantne kiseline prisutne u
kombuha proizvodima su sir¢etna, glukonska, vinska, jabuéna i oksalna (Jayabalan i sar., 2007,
Laureys i sar., 2020).

Tradicionalni kombuha napitak ispoljava izrazenu antioksidativnu aktivnost i sadrzi
znacajnu koli¢inu ukupnih fenola i flavonoida. Medutim, istrazivanja koja podrazumevaju u-
potrebu alternativnih supstrata su pokazala da ovako proizvedeni napici, ¢esto, pokazuju vise
vrednosti antioksidativne aktivnosti nego tradicionalni kombuha napitak (Battikh i sar., 2012;
Jakubczyk i sar., 2020; Pure i Pure, 2016; Sinir i sar., 2019; Vitas i sar., 2020; Zhang i sar.,
2021).

Kako tradicionalni kombuha napitak, dobijen fermentacijom crnog ili zelenog ¢aja, tako
i alternativni, proizveden na razli¢itom lekovitom bilju, pokazuje antimikrobnu aktivnost i
prema Gram pozitivnim i prema Gram negativnim bakterijama (Cryptococcus neoformans,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Micrococcus luteus, Listeria mono-
cytognes, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Shigella sonnei, Campylobacter jejuni i
Pseudomonas aeruginosa), kao i prema nekoliko vrsta kvasaca iz roda Candida (Battikh i sar.,
2012; Silva i sar., 2021; Sreeramulu i sar., 2000).

Odrzivost treba posmatrati kao nacin da se ocuva priroda, bez potreba za odustajanjem
od ekonomskog rasta. Principi odrzive proizvodnje podrazumevaju odgovornije kori$¢enje re-
sursa 1 usmerenost ka minimizaciji negativnih uticaja na okolinu, $to posledi¢no vodi ka stva-
ranju boljih uslova za zivot buducih generacija (Brenot i sar., 2019). Za postizanje zadatog cilja,
neophodno je koriS¢enje novih tehnologija koje bi koristile alternativne sirovine, proizvodne
procese, pakovanja i lokalnu distribuciju (Galdino da Silva i sar., 2021).

U tehnologiji proizvodnje belih vina, nakon branja, muljanja i cedenja grozda sledi o-
peracija bistrenja dobijene Sire, §to se najc¢e$ce izvodi taloZenjem ili flotacijom (Jackson,
2014f). U oba slucaja se generiSe otpadni tok koji se, uobicajeno, ispusta u komunalnu kanali-
zaciju i na taj nacin opterecuje trenutne recipijente, a u buduénosti i postrojenja za preradu
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otpadnih voda, velikim koli¢inama organskih materija. Odlaganje i prerada otpadnih voda je
jedan od najveéih ekoloskih problema u Republici Srbiji, te je stoga svaki doprinos reSavanju
ovog problema znacajan. Predvideni postupak u potpunosti uklanja deo otpadnog toka vinarije
1 iskoristava ih kao polaznu sirovinu u dobijanju novog kombuha proizvoda, na taj nacin sma-
njujuci ekoloski otisak vinarije i cenu proizvodnje kombuha napitaka. U okviru istrazivanja
obuhvacenih ovom doktorskom disertacijom, u potpunosti je implementiran princip cirkularne
ekonomije, u smislu iskoris¢avanja efluenta jedne industrije kao polazne sirovine u drugoj, gde
je pomenuti otpadni tok valorizovan kao polazna sirovina za proizvodnju kombuha napitka.
Predtretman je podrazumevao precis¢avanje od fizickih necistoca i sterilizaciju, dok dodavanje
Secera nije bilo potrebno, ve¢ razblazivanje, radi podesavanja sadrzaja odgovarajuceg za kulti-
vaciju kombuhe. Dalje ispitivanje podrazumevalo je procenu moguénosti dodatnog smanjenja
sadrzaja Secera, u cilju dobijanja, kako vecée koli¢ine proizvoda od polazne sirovine tako i pro-
izvodnje napitka nize energetske vrednosti.

Varirani su uslovi proizvodnje, po¢etni sadrzaj Secera, temperatura Kultivacije, kao i
njeno trajanje, a praceni su razli¢iti parametri kvaliteta novodobijenog funkcionalnog napitka,
njegova hemijska, fizicka, antioksidativna i mikrobioloska svojstva.
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Opsti deo
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2. Opsti deo

2.1. Kombuha

2.1.1. Poreklo kombuhe

Kombuha napitak vodi poreklo s Dalekog istoka, gde se konzumira ve¢ vekovima, a
prvo pominjanje u istorijskim spisima vezuje se za 220. godinu p. n. e. tokom vladavine dina-
stije Cin (kineski Z#0) u Mandzuriji (slika 2.1.A). Kombuha je prepoznata kao napitak za koji
se verovalo da poseduje detoksikacijska svojstva, kao i da daje energiju organizmu, u tolikoj
meri da u narodu dobija nadimak ,,bozanski* napitak. Jos jedno objasnjenje koris¢enja ovakvog
opisa kombuhe je $to je Cesto ¢uvana u prostorijama namenjenim molitvi, vise iz prakti¢nog
razloga buduci da su to bile najbolje ¢iS¢ene i odrzavane prostorije u domacinstvu, te je u njima
moguénost kontaminacije bila najmanja. Ovo je bila praksa i u Evropi, pa su tako monasi iz
Moravske odlagali kombuhu na pazljivo ¢uvanom mestu. Korejski doktor Kombu (slika 2.1B)
koristio je kombuhu za leenje oboljenja digestivnog trakta oko 414. godine n. e, donevsi tako
kombuhu u Japan, gde je i dobila danasnje ime. O popularnosti ovog napitka svedo¢i i ¢injenica
da su japanski ratnici nosili na bojno polje ¢uture s kombuhom, kao napitak za vrac¢anje snage.
Istorijski podaci sugeriSu da su imali obi¢aj da dosipaju svez ¢aj u ¢uture s kombuhom, §to je
interesantan zacetak polukontinualne, cikli¢no-$arzne kultivacije. Latinski naziv kombuha kul-
ture je Medusomyces gisevii, dok su Sirom sveta prisutni razli¢iti lokalni, alternativni nazivi za
kombuhu: Eastern tea, Fungus japonicus, Olinca, Pichia fermentans, Cembuya orientalist,
Combuchu, Tschambucco, Volga spring, Mo-Gu, Champignon de longue vie, Teekwass,
Kwassan i Kargasok tea. Zbog svojih nutritivnih i prehrambenih svojstava, kombuha se prosi-
rila preko Rusije, gde se smatra da je stigla trgovackim brodovima iz Japana (slika 2.1.C), oda-
kle je na prelazu iz XIX u XX vek stigla u Zapadnu Evropu, prvo u Nemacku i Italiju (slika
2.1.D), a kasnije do Francuske i Severne Afrike (slika 2.1.E). lako je pre Il svetskog rata bila
popularna u Srednjoj 1 Istocnoj Evropi, racionisanje namirnica tokom rata, pre svega Secera i
¢aja, drasti¢no je umanjilo rasprostranjenost kombuha napitka. U italijanskom visokom drustvu
je bila veoma popularna 50-ih godina XX veka, dok se nisu pojavile neosnovane glasine da
izaziva kancer, §to je, verovatno iniciralo $vajcarska istrazivanja iz 60-ih godina koja su ove
tvrdnje opovrgnula i utvrdila da konzumacija kombuhe ima sli¢ne blagotvorne efekte kao i
konzumiranje jogurta (Blanc, 1996; da Silva Janior i sar., 2022; Dutta i Paul, 2019; Jayabalan
i sar., 2015, 2016; Lindau, 1913; Roche, 1998).

Interesantno je da je kombuha prisutna na Dalekom istoku od samih pocetaka kulture
ispijanja ¢aja. Smatra se da je uzgajanje Caja dobilo Sire razmere pred kraj vladavine dinastije
Tang (618-907. godine), kao i tokom vladavine dinastije Song (960-1276. godine). Prvu knjigu
o ¢aju napisao je Lu Ju (kineski [EF]) izmedu 760. i 780. godine, u engleskom prevodu Classic
of Tea (kineski Z£#%) (na srpski nije prevedena), u periodu kada je kombuha napitak ve¢ uveliko
poznat (Nishimura i sar., 2010).
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Korejski doktor koji je
imenovao kombuhu 1
prosirio je u Japanu

Slika 2.1. Poreklo kombuhe A) iz Mandzurije; B) preko Japana; C) Rusije; D) Nemacke; E)
do Francuske (da Silva Junior i sar., 2022)

Na osnovu podataka o ucestanosti pojmova na Guglu (Google Trends), moze se uociti
da je popularnost kombuha napitka u porastu u poslednje dve decenije (slika 2.2), uz izrazeno
interesovanje u periodu od 2018. godine, dok su zemlje u kojima se pojam ,.kombucha“ naj-
ceS¢e pretrazuje, Novi Zeland, Australija, Kanada, SAD 1 Singapur, redom
(https://trends.google.com/trends/explore?date=allig=kombucha).
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Slika 2.2. Normalizovana popularnost pretrage pojma ,.,kombucha‘“ na Guglu od 2004. godine
(https://trends.google.com/trends/explore?date=allig=kombucha)

2.1.2. Proizvodnja kombuha napitka

Tradicionalna podloga za proizvodnju kombuha napitka je dekokt crnog ili zelenog ¢aja
zasladen saharozom (slika 2.3). Caj vazi za najkonzumiraniji napitak na svetu, nakon vode. Na
osnovu stepena fermentisanosti listova biljke Camellia sinensis razlikuje se Sest glavnih tipova,
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uz crni i zeleni, kao primere potpuno fermentisanog i gotovo nefermentisanog, koji su daleko
najrasprostranjeniji. Biljka ¢aja ima vrlo specifi¢ne agroklimatske zahteve koji su zadovoljeni
samo u tropskim i suptropskim oblastima, odakle potice i, kako kultura ispijanja ¢aja, tako i
kombuha napitak. Danas su najveci proizvodaci ¢aja Kina i Indija s 1,9 i 1,2 miliona tona 2013.
godine, dok nijedna druga zemlja ne proizvodi vise od 0,5 miliona tona (Chang, 2015).

U saharozom zasladenu vodu dodaje se odgovarajuci ¢aj i, nakon kljuc¢anja i hladenja,
inokulum. Uobicajeni sadrzaj saharoze je od 5 do 8%, dok se ¢aja dodaje 1,5 do 4,5 g/L. Kao
inokulum moze se koristiti navlaka u kojoj su inkorporirane fizioloski aktivne celije kvasaca i
sirCetnih bakterija, i ve¢ fermentisani kombuha napitak. Fermentacija je staticka, uz spontanu
acraciju, a bioreaktor se pokriva sterilnom gazom, da bi se spre€ila kontaminacija, odnosno
ulazak sir¢etnih musica u sud. Ovako pripremljena, kombuha se ostavlja da fermenti$e na mrac-
nom mestu, zasti¢ena od UV zraka koji Stetno deluju na nju, 7 do 14 dana, nakon ¢ega se napitak
odvaja od celulozne navlake, cedi i flasira (Frank, 1995; Greenwalt i sar., 1998; Jayabalan i
sar., 2016; Reiss, 1987; Sievers i sar., 1995).

Preporuka je da se za kultivaciju kombuhe ne koriste metalni i plasti¢ni sudovi zbog
moguce interakcije sa organskim kiselinama nastalim metaboli¢kom aktivno$¢u mikroorgani-
zama 1 potencijalnog izluZivanja teSkih metala i Skodljivih organskih jedinjenja. Usled izrazene
kiselosti i znaCajnog prisustva siréetne kiseline u fermentacionoj tenosti (efekat samokonzer-
visanja), rizik od kontaminacije je mali, zbog ¢ega se kombuha moze proizvoditi i u kuénim
uslovima bez bojazni da ¢e naskoditi zdravlju konzumenta.

(4) 2 22 100 (B) ©) Camellia sinensis
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Slika 2.3. Shema proizvodnje tradicionalnog kombuha napitka: A) zagrevanje vode do kljuca-
nja; B) dodatak Secera; C) dodavanje odabranog ¢aja; D) preuzimanje razvijene opne sa povr-
Sine zavrSene fermentacije; E) inokulacija postojecom opnom i fermentisanim kombuha napit-
kom; F) stati¢ka kultivacija; G) flaSiranje fermentisanog kombuha napitka (da Silva Janior i
sar., 2022)
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Osim tradicionalne podloge, kombuha se uspesno moze kultivisati na ve¢em broju raz-
licitih supstrata (slika 2.4): soji (Tu i sar., 2019; Xia i sar., 2019), kori od banane (Pure i Pure,
2016), soku od grozda (Ayed i sar., 2017), zmijskom voc¢u (Zubaidah i sar., 2018), godzi bobi-
cama (Abuduaibifu i Tamer, 2019), bobicastom voc¢u (Barbosa i sar., 2022; Ulusoy i Tamer,
2019), lekovitom bilju (Veli¢anski i sar., 2013; Vitas i sar., 2013, 2018, 2020) i biljnom otpadu
(Leonarski i sar., 2021).
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Slika 2.4. Alternativni supstrati za proizvodnju kombuha napitka (da Silva Junior i sar., 2022)

2.1.3. Mikrobioloski sastav kombuha napitka

Kombuhu ¢ini zdruzena kultura razlic¢itih osmofilnih kvasaca i bakterija siréetne Kise-
line. Kvasci sintetiSu enzim invertazu i hidrolizuju saharozu na glukozu i fruktozu u podlozi i
na taj nacin ih ¢ine dostupnim bakterijama sircetne kiseline. Tokom trajanja kultivacije, kvasci
metaboliSu glukozu i fruktozu 1 proizvode etanol koji bakterije dalje oksiduju u sir¢etnu kiselinu
(slika 2.5). Osim toga, bakterije sintetisu celulozu koja je glavni konstituent opne koja se for-
mira na povrsini kultivacione te¢nosti, na kojoj je odrzava sintetisani ugljen-dioksid. Kako su
Stapicaste bakterije, koje se uocavaju na plutaju¢oj opni pod mikroskopom, obligatni aerobi,
oni se postavljaju prema vazduSnom kiseoniku, dok se sa donje strane opne mogu uociti naku-
pine ¢elija kvasca. Roussin je 1996. godine testirao oko 900 uzoraka kombuhe i ni u jednom
nije utvrdio prisustvo patogenog kvasca Candida albicans, mada su neki uzorci sadrzali plesni
Aspergillus niger i Penicillium notatum (Cvetkovi¢, 2008; Sievers i sar., 1995; Teoh i sar.,
2004).
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Celuloza
| K. xylinus |  Komagateibacter
. xylinus
Saharoza _ Kvascti | Glukoza +  Fruktoza > o
| kvasci |
Bakterije sir¢etne l
Kiseline Etanol + CO>
v Bakterije siréetne
Glukonska kiselina kiseline
Bakterije siréetne Sir¢etna kiselina
kiseline i Komagateibacter xylinus
Ketoglukonska kiselina H20 + CO2

Slika 2.5. Shema osnovne metabolic¢ke aktivnosti kombuhe (Sievers i sar., 1995)

2.1.3.1.  Kvasci kombuha kulture

Kvasci su jednocelijske, fakultativno anaerobne, gljive Siroko rasprostranjene u prirodi,
koje ne stvaraju pravu miceliju, a razmnoZavaju se pupljenjem, stvaranjem blastospora ili de-
ljenjem. Industrijski znacaj ove grupe mikroorganizama u najvecoj meri proistice iz sposobno-
sti proizvodnje etanola i ugljen-dioksida. Optimalna temperatura rasta im je, najéesce, u opsegu
od 15 do 30 °C, a vecini pogoduje blago kisela sredina. Pod aerobnim uslovima, rast ¢elija
kvasca je minimalan, dok je fermentativna aktivnost tada najizrazenija, §to je razlog zasto se
kombuha ne aeriSe prinudno; potrebno je da uslovi kultivacije budu takvi da kvasci mogu preci
u anaerobiozu. Kvasci koji su identifikovani u kombuha kulturi obuhvataju rodove Bretta-
nomyces, medu kojima su Brettanomyces intermedius, B. Bruxellensis i B. Claussenii; Candida,
gde su identifikovani Candida famata, C. guilliermondii, C. obutsa, C. famata, C. stellate, C.
guilliermondi, C. colleculosa, C. kefyr i C. krusei; Saccharomyces od kojih su identifikovani
Saccharomyces cerevisiae, S. bisporus i S. uvarum; Schizosaccharomyces s predstavnikom
Schizosaccharomyces pombe; Torulaspora s predstavnikom Torulaspora delbrueckii. Osim
njih, u kombuhi su identifikovani i kvasci roda Zygosaccharomyces, i to Zygosaccharomyces
rouxii, Z. bailii i Z. kombuchaensis; Torula; Torulopsis i Mycoderma, kao i vrste Pichia mem-
branefaciens, Kloeckera apiculata i Kluyveromyces africanus. Nije pronaden nijedan kvasac
koji bi se mogao smatrati dominantnim niti da je obavezno prisutan u kombuha kulturi. Siroki
spektar kvasaca koji proizvode kiseline, kao $to su Brettanomyces (Dekkera), su dobro adapti-
rani rastu i razvoju u uslovima niske vrednosti pH, kao $to je kombuha napitak (Dufresne i
Farnworth, 2000; Jayabalan i sar., 2015; Laureys i sar., 2020; Markov, 2012; V. Nguyen i sar.,
2010; Teoh i sar., 2004).
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Broj ¢elija kvasca pet razlicitih vrsta (Brettanomyces bruxellensis, Schizosaccha-
romyces pombe, Zygosaccharomyces bailii, Torulaspora delbrueckii i Candida Stellata) meren
je u te¢noj fazi nakon kultivacije u trajanju od dve nedelje i kretao se u rasponu od 10* do 10°
CFU/mL, dok je u navlaci broj kvasaca bio konstantan tokom fermentacije, za odgovarajuci
uzorak, u opsegu od 10° do 102 CFU/mL. Bioproces zapocinju osmotolerantni kvasci, ¢iji broj
se kroz fermentaciju smanjuje, dok su, u kasnijim fazama, dominantni acidotolerantni kvasci
(Teoh i sar., 2004). Drugo istrazivanje ispitivalo je relativnu zastupljenost pojedinih kvasaca i
utvrdilo je da su tri najzastupljenija i kod kombuhe kultivisane na crnom i na zelenom ¢aju
Dekkera bruxellensis, Dekkera anomala i Saccharomyces uvarum s tim da je kod kombuhe na
crnom ¢aju najzastupljenija Dekkera bruxellenis, dok je na zelenom ¢aju dominantna Dekkera
anomala (Coton i sar., 2017).

Celije kvasca metabolisu D-glukozu i D-fruktozu Embden-Majerhov-Parnasovim me-
tabolickim putem (nem. Embden, Meyerhof, rus. ITapuac) pri ¢emu je, u aerobnim uslovima
terminalni akceptor elektrona kiseonik. Razlaganje ugljenih hidrata se odvija kao respiracija, a
nastala pirogrozdana kiselina se preko acetil-koenzima A uvodi u Krebsov (nem. Krebs) ciklus.
U slucaju anaerobnog metabolickog puta pirodrozdana kiselina se transformise u etanol i
ugljen-dioksid, uz nastanak svega dva molekula ATP-a, ¢ime se postize ubrzano usvajanje glu-
koze, kako bi se dobila potrebna koli¢ina energije. Pri povecanim koncentracijama glukoze
javlja se Krebtrijev (engl. Crabtree) efekat, odnosno fermentativni metabolizam glukoze pri
aerobnim uslovima. Kod kvasca Saccharomyces cerevisiae Krebtrijev efekat se javlja pri kon-
centracijama glukoze ve¢im od 9 g/L, §to znaci da su u bioprocesu dobijanja kombuha napitka
kvasci sve vreme u fermentativnom metabolizmu, proizvodeéi etanol i ugljen-dioksid. Medu-
tim, prisustvo kiseonika u podlozi dodatno stimulise alkoholnu fermentaciju jer pospesuje sin-
tezu masnih kiselina 1 sterola povecavanjem permeabilnosti ¢elijske membrane i time olaksa-
vajuci transport Secera u unutrasnjost ¢elije (Barnett, 1976; Crabtree, 1929; De Deken, 1966;
Karlson, 1988; Moreno i Peinado, 2012b).

2.1.3.2.  Bakterije kombuha kulture

Siréetne bakterije, uobicajeno predstavljene skracenicom AAB (engl. Acetic acid bac-
teria), imaju sposobnost da etanol delimi¢no oksiduju u siréetnu kiselinu i predstavljaju karak-
teristicne mikroorganizme kombuha fermentacije koji ¢ine gotovo 80% prisutnih mikroorgani-
zama (Markov, 2012; Villarreal-Soto i sar., 2020).

Sir¢etne bakterije ¢ini 17 rodova, ali se u kombuhi nalaze pripadnici rodova Acetobac-
ter, Gluconobacter, Gluconacetobacter i Komagataeibacter. Od predstavnika roda Acetobac-
ter, pronadene su A. pasteurianus, A. aceti, A. intermedium sp. nov. i A. nitrogenifigens sp. nov.
Medu predstavnicima roda Gluconobacter, u kombuha kulturi pronadene su vrste Gluconobac-
ter oxydans, Gluconoacetobacter sp. A4 i Gluconoacetobacter kombuchae sp. nov. Komagata-
eibacter xylinus se smatra karakteristicnim predstavnikom mikrobioloske populacije kombuhe,
kao 1 da je to mikroorganizam odgovoran za biosintezu celulozne navlake na povrSini te¢ne
faze. Ova bakterija je ranije bila klasifikovana kao A. xylinus, A. xylinum, A. aceti subsp. xyli-
nus, Gluconobacter xylinus i Gluconacetobacter xylinus, ali je od 2012. godine reklasifikovana
u zasebni rod Komagataeibacter. Vrste roda Komagataeibacter mogu proizvesti od 10 do 20%
sirCetne kiseline, dok bakterije roda Acetobacter proizvode najvise do 8% siréetne kiseline u
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podlozi. Istrazivanjima je utvrdeno da bakterija Komagataeibacter rhaeticus ¢ini izmedu 16 i
49% ukupne mikrobne populacije, nakon 15 dana fermentacije. U celuloznoj navlaci, sledece
po zastupljenoti bile su vrste Gluconobacter sp., koje ¢ine do 26% mikrobne populacije. Pri-
padnici roda Lactobacillus su u kombuha kulturi otkriveni tek nedavno i ne ¢ine deo obavezno
prisutne populacije, ve¢ su sporadi¢no prisutni (Coton i sar., 2017; Jayabalan i sar., 2015;
Laureys i sar., 2020; Villarreal-Soto i sar., 2020; Yamada, Yukphan, Vu, Muramatsu, Ochaikul,
i Nakagawa, 2012; Yamada, Yukphan, Vu, Muramatsu, Ochaikul, Tanasupawat, i sar., 2012).

2.1.4. Hemijski sastav kombuha napitka

Hemijski sastav kombuha napitka je veoma raznovrstan i sadrzi Seéere, kiseline,
enzime, alkohol, vitamine, mikroelemente itd. (tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Najznacajnija jedinjenja prisutna u kombuha napitku

Komponenta Reference
Glukoza Greenwalt i sar., 2000;
Seéeri Fruktoza Malbasa, Loncar, Djuri¢, i
Saharoza sar., 2008; Reiss, 1994
Siréetna
D-glukuronska
Mlecéna
Limunska
- Oksalna Blanc, 1996; Jayabalan i
Kiseline s
Glukonska sar., 2007; Vitas i sar., 2018
Vinska
Jabu¢na
Cilibarna
Malonska
o gg?i:& 1|<;Z(:ir)1ver- Jayabalan i sar., 20.15;
Enzimi . Malbasa, 2009; Tran i sar.,
Oksidativni (katalaza 2020
i citohrom-oksidaza)
Blanc, 1996; Reiss, 1987,
Alkohol Etanol 1994; Vitas i sar., 2019
B1
B> Bauer-Petrovska i
Vitamini Bs Petrushevska-Tozi, 2000; V.
B2 Kumar i Joshi, 2016
C
Mn
Ni .
Mikroelementi Cu Bauer-PetrovsI_<a !
Fo Petrushevska-Tozi, 2000
Zn

2.1.4.1.  Seéeri u kombuha napitku

Saharoza se u podlogu tradicionalnog kombuha napitka dodaje kao primarni izvor ug-
ljenika za rast i razvoj mikroorganizama, tako da se njen sadrzaj naj¢e$¢e podesava na 70 g/L.
Koris¢enje saharoze predstavlja okosnicu simbioze kombuha kulture, gde je invertaza, koju
sintetiSu kvasci, neophodna za dalji tok bioprocesa. lako izvor Secera uti¢e na dinamiku biopro-
cesa, ne menja znacajno konacni ukus fermentisanog napitka. Uz pocetnih 70 g/L saharoze,
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nakon 21 dan fermentacije u kombuha napitku mereno je 25 i 5 g/L glukoze i fruktoze, redom
(Jayabalan i sar., 2014; Loncar i sar., 2000; Malbasa, Loncar, i Djuri¢, 2008; May i sar., 2019).

2.1.4.2.  Kiseline u kombuha napitku

Kiseline su znacajni konstituenti i glavni nosioci ukusa kombuha napitka. Prisutne
organske kiseline su pretezno rezultat metabolicke aktivnosti sir¢etnih bakterija, uz manju ko-
li¢inu koju sintetiSu kvasci i mle¢no-Kkisele bakterije. Pored kiselog, organske kiseline doprinose
i oStrom i gorkom ukusu kombuhe (Siebert, 1999; Tran i sar., 2020).

Najzastupljenija kiselina u kombuha napitku je sir¢etna i njen sadrzaj se kontinuirano
povecava tokom trajanja bioprocesa, te se i sadrzaj ukupnih kiselina, po pravilu, racuna na nju.
Dat je pregled odredenih sadrzaja siréetne kiseline na razli¢itim supstratima i za razli¢ito vreme
trajanja bioprocesa (tabela 2.2). lako vinska kiselina nije uobic¢ajeno prisutna u kombuha na-
pitku u znacajnijoj meri, kada je proizvedena na efluentu vinarije njen sadrzaj je uporediv sa
sadrzajem sir¢etne Kiseline (Vukmanovi¢ i sar., 2022). S druge strane, kombuha napici proiz-
vedeni na lekovitom bilju imaju znac¢ajno manji sadrzaj siréetne kiseline u poredenju s tradici-
onalnim kombuha napitkom (Vitas i sar., 2020).
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Tabela 2.2. Sadrzaj sir¢etne kiseline u razli¢itim kombuha proizvodima

Vreme Sadrzaj

Supstrat [dan] [o/L] Referenca
2 2,3 Abuduaibifu i Tamer, 2019
18 4,7 Jayabalan i sar., 2007
Crni Caj 14 05 Malbasa, Loncar, i Djurié,
’ 2008
30 11 Chen i Liu, 2000
Crni ¢aj s melasom 14 0,2-0,3 Malbasa, ch)(;lggr, | Djuri¢,
Zeleni ¢aj 18 8,4 Jayabalan i sar., 2007
Crvene godZi bobice 2 2,3 Abuduaibifu i Tamer, 2019
Crne godzi bobice 2 2,2 Abuduaibifu i Tamer, 2019
Zijuan éaj. (C. sine.r?sis var. assa- 14 23 Zou i sar.. 2021
mica cv. Zijuan)
Morska trava (Porphyra dentata) 14 5,7 Aung i Eun, 2021
Dunja (Cydonia oblonga) 7 0,1
Kopriva (Urtica dioica) 7 2
Rtanjski ¢aj (Satureja montana) 7 0,4
Nana (Mentha piperita) 7 1,6 Vitas i sar., 2020
Zova (Sambucus nigra) 7 4,8
Majcina dusica (Thymus . 05

serpyllum)

2.1.4.3.  Vitamini u kombuha napitku

Efekti vitamina C su poznati daleko duze nego sam vitamin. Jos$ je 1747. godine britan-
ski pomorski fizicar DZejms Lind (engl. James Lind) pisao 0 znacaju citrusnog voca u preven-
ciji skorbuta kod mornara, a nakon toga je 1917. godine, u studiji sa zamorci¢ima, zvani¢no
potvrden antiskorbutski faktor. Ranih 1930-ih je istrazivacka grupa Sent-Perda (mad. Szent-
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Gyorgyi) utvrdila ta¢nu strukturu, za Sta je kasnije nagradena Nobelovom nagradom. Vitamin
C je in vivo antioksidans Cija hipovitaminoza izaziva umor, malaksalost, skorbut, depresiju,
Sjergenov sindrom ($vedski Sjogren) i niz drugih poremecaja. Preporuceni dnevni unos je, za
starije od 19 godina 75 mg/dan za Zzene, odnosno 90 mg/dan za muskarce, s tim $to se za pusace
oba pola preporucuje dodatnih 35 mg dnevno. Trziste vitamina C je 2019. godine vredelo 976,4
miliona dolara, a o¢ekuje se da poraste na ¢ak 1,42 milijarde do kraja 2026, uz stopu rasta od
3,2% od 2021. do 2026. U nastavku je prikazan sadrzaj vitamina C u kombuha napitku na raz-
licitim supstratima (tabela 2.3) (Eitenmiller i sar., 2008;
https://ods.od.nih.gov/factsheets/VitaminC-Consumer/;
https://www.industryresearch.biz/global-vitamin-c-market-17317933).

Tabela 2.3. Sadrzaj vitamina C u razli¢itim kombuha proizvodima

Vreme ..
Supstrat [dan] Sadrzaj [g/L] Referenca
Bauer-Petrovska i
Crni &ai 6-15 151 Petrushevska-Tozi, 2000
rni ¢aj
10 0,1
Malbasa i sar., 2002
Crni ¢aj s topinamburom 10 0,6
Hajdu¢ka trava 7 103 Vitas i sar., 2018
5%-ni ekstrakt pulpe soka ace-
rola viSnje (Malpighia emargi- 6 1,2 Leonarski i sar., 2021
nata)
- .
1,5%-ni ekstrakt graviole 14 33,1 Candra i sar., 2021
(Annona muricata L.)
Sojino mleko 4 1,6 9/gsm Xia i sar., 2019

Osim vitamina C, u kombuhi proizvedenoj na podlozi od crnog ¢aja su jo§ detektovani
I vitamini B grupe, tiamin (By), ¢iji je sadrzaj iznosio 0,74 g/L, piridoksin (Bs) 0,52 g/L i B12
0,84 g/L (Bauer-Petrovska i Petrushevska-Tozi, 2000). U kombuhi na podlozi od sojinog mleka
je, nakon 3 dana, meren sadrzaj vitamina By od 31 pg/gsm, dok je sadrzaj riboflavina (Bz) iznosio
66 1g/gsm, pri uslovima izvodenja bioprocesa na uobicajenih 28 °C, dok je na povisenoj tempe-

raturi od 37 °C sadrzaj vitamina B i B2 bio 52 i 146 pg/gsm, redom (Xia i sar., 2019).

2.1.5. Celulozna navlaka

Na povrsini te¢ne faze kombuhe pojavljuje se, i vremenom zadebljava, sluzava prozirna
opna. Pretezno se sastoji od celuloze koju proizvodi bakterija Komagataeibacter xylinus,
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medutim u kombubhi su identifikovani i pojedini kvasci koji imaju sposobnost da formiraju pe-
likulu, kao $to su Candida krusei i Issatchenkia occidentalis/orientalis. Znac¢ajna uloga pluta-
jucée opne je da smanji prenos mase kiseonika u dubinu kultivacionog medijuma i time omoguci
pogodne uslove, kako za obligatne aerobe na povrsini, tako i za fermentativni metabolizam
kvasaca (Amarasekara i sar., 2020; Mayser i sar., 1995; Villarreal-Soto i sar., 2018).

Bakterijska celuloza se proizvodi specifiénim biohemijskim reakcijama koje pocinju
oksidacijom glukoze do glukonske kiseline, koje se odvijaju u te¢noj fazi (slika 2.6). Zatim
nastaje celuloza koja formira film koji pluta na povrsini. Proces ukljucuje sintezu uridin difosfo-
glukoze (UDPGlc), prekursora celuloze, zatim svaka pojedinacna bakterija moze polimerizo-
vati do 200 000 jedinica glukoze u sekundi u p-1-4-glukanske lance. Prednost ovog oblika ce-
luloze je da bakterije koje se kultivisu u kontrolisanim uslovima mogu biosintetisati celulozu iz
razli¢itih izvora ugljenika: glukoze, etanola, saharoze 1 glicerola. Mikrobioloska celuloza se
proizvodi ekstracelularno u formi fibrila prikacenih za bakterijsku ¢eliju pri ¢emu jedna ¢elija
ima izmedu 50 i 80 pora, odnosno kompleksnih terminala, pre¢nika 3,5 nm za istiskivanje ce-
luloze izvan membrane. Kasnije se ovi lanci spajaju formirajuéi deblje niti, makrofibrile, tako
da nastaje trodimenzionalna struktura od oko 1000 pojedinacnih glukanskih lanaca koji mogu
adsorbovati do 200 puta vise vode od svoje suve mase (Villarreal-Soto i sar., 2018).

Celuloza

CS T

UDPGlc Glukoza
UGP T GK

PGM
Glukoza-1-fosfat «—— Glukoza-6-fosfat — > Fosfoglukonska kiselina

lPGI NAD, NADP

Put pentoza-fosfata
FK —
Fruktoza—————» Fruktoza-6-fosfat Krebsov ciklus

PTS JFBP Glukoneogeneza

1FPK o

Fruktoza-1-fosfat ——— Fruktoza-1,6-bifosfat

Slika 2.6. Biohemijski put za sintezu bakterijske celuloze (Chawla i sar., 2009)

Bakterije sintetiSu dve forme celuloze, celulozu I i celulozu II. Celuloza I je polimer u
formi trake sastavljen od snopova mikrofibrila, dok je celuloza Il amorfni polimer koji je ter-
modinamicki stabilniji od celuloze I. Kristali¢nost bakterijske celuloze je ve¢a nego kod biljne,
Sto uzrokuje vecu termicku stabilnost, dok su niti oko 100 puta tanje nego kod biljne, dajuci joj
visoku zateznu Cvrstocu. Ispitivan je uticaj dodatka sprasenog anortozita, aluminosilikatne

17



Doktorska disertacija Stefan Vukmanovié

stene, na ponasanje celulozne navlake (slika 2.7). Pronadeno je da kombuha kultura izluzuje
mikroelemente iz stena i akumulira ih u celuloznoj opni (Podolich i sar., 2017).

a) b) c)

Slika 2.7. Konfokalni skenirajuci laserski snimak pelikule od mikrobioloske celuloze na: a)
tradicionalnoj podlozi; b) i ¢) s viskom anortozita u medijumu. Proteini su obojeni tiazinom
(zuto), celuloza je bojena kalkofluorom (plavo). Skala je 10 um (Podolich i sar., 2017)

2.1.6. Zdravstvena korist konzumacije kombuha napitka

Kombuhi se pripisuje Siroki dijapazon potencijalnih blagotvornih efekata na ljudsko
zdravlje (slika 2.8) koji poti¢e od velikog broja razli¢itih bioaktivnih molekula (Ghosh i Sil,
2015).

Lekovita svojstva kombuhe se istraZzuju ve¢ viSe od jednog veka. U nastavku je dat
pregled najstarijih istrazivanja (Allen, 2000; Malbasa, 2009):

e Batiskaja je 1914. objavila pozitivno delovanje kombuhe na digestivni trakt,

e Bazarevski je 1915. uoc¢io da u Letoniji koriste kombuhu kao lek za glavobolju,

e Valdek je 1915. pisao o hemicaru koga je sreo tokom | svetskog rata koji mu je
spremao ,,¢udotvorni napitak® protiv ozbiljne konstipacije,

e Indner je 1917/1918. objavio kako se kombuha moZze koristiti za le¢enje hemo-
roida, kao i za regulaciju probave,

e Kobertje 1917/1918. tvrdio da se kombuha moZe koristiti za leCenje reumatizma
I hemoroida,

e Heneberg je 1926. objavio kako se kombuha koristi u Rusiji protiv konstipacije,
ali i kao lek za mnoge bolesti i

e Irion je 1944. objavio kako je kombuha odli¢no lekovito sredstvo protiv gihta,
reumatizma, hipertenzije i lenjosti creva.
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Slika 2.8. Zdravstvena korist konzumacije kombuha napitka (da Silva Janior i sar., 2022)

Centar za onkoloska istrazivanja i Ruska akademija nauka su 1951. godine objavili re-
zultate opseznog istrazivanja incidence kancera u razli¢itim gradovima i regionima Sovjetskog
Saveza. Narocito su pazljivo istrazivane navike stanovni$tva u oblastima niske incidence. U
oblastima Solikamsk i Berezniki, severno od Perma, na zapadu Urala nije zabelezen gotovo
nijedan slucaj kancera, iako je to bila rastu¢a industrijska zona gde su se obradivali toksi¢ni
metali poput kalijuma, olova i Zive, kao i azbest, §to je stvaralo vrlo zagadeno okruzenje gde su
ribe u reci Kami izumirale, a drvece se suSilo. Utvrdili su da svako domacinstvo u regionu
fermentiSe kombuhu i1 svakodnevno je pije u velikim koli¢inama, te su joj pripisali detoksika-
cijska i antikancerogena svojstva (Allen, 2000). Nakon nesre¢e u nuklearnoj elektrani u Cerno-
bilju, analiza oStecenja je ukazala da su ljudi koji su redovno konzumirali kombuhu bili otpor-
niji na efekte nuklearnog zracenja (Dutta i Paul, 2019). Novije in vitro istrazivanje je pokazalo
antikancerogeno dejstvo protiv humanog kancera dojke (MCF-7) i debelog creva (HCT-116)
(Villarreal-Soto i sar., 2019). Poredenje antikancerogenih aktivnosti kombuha napitaka pri-
premljenih na podlozi od crnog i zelenog ¢aja u trajanju od 12 dana prema A549 ¢elijskoj liniji
karcinoma pluca i Hep-2 ¢elijama karcinoma koZe je pokazalo znacajno vecu citotoksi¢nu ak-
tivnost kod kombuhe na zelenom ¢aju (Deghrigue i sar., 2013).

Istrazivanja sprovedena tokom 60-ih godina XX veka potvrdila su antikancerogeno de-
lovanje kombuhe, $to je pripisano stimulaciji proizvodnje interferona, koji deluju na viruse,
parazite i1 kancerogene celije (Dufresne i Farnworth, 2000). Misevi koji su redovno hranjeni
kombuhom pokazali su znac¢ajno poboljSanje zdravstvenog stanja i produZenje Zivotnog veka,
u poredenju s kontrolnom grupom (Hartmann i sar., 2000).
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Vecina lekovitih svojstava kombuhe se pripisuje kiselosti napitka, dok su detoksikacij-
ska svojstva pripisana glukuronskoj kiselini i njenoj sposobnosti da vezuje toksine i poveca
njihovu ekskreciju iz organizma preko bubrega i creva. Simptomi gihta, reumatizma, artritisa i
kamena u bubregu su, najverovatnije, uzrokovani nakupljanjem toksina u telu i mogu biti olak-
Sani konzumiranjem kombuha napitka. Teski metali, takode, mogu biti ekskretovani preko
bubrega glukoronidacijom (Dufresne i Farnworth, 2000). Medutim, postoje naznake da je sup-
stanca koja je u kombuhi detektovana kao glukuronska kiselina zapravo 2-keto-glukonska ki-
selina. U urinu redovnih konzumenata kombuhe pronadene su visoke koncentracije glukoro-
nida. Jedno objasnjenje za ovo je da poti¢e od povecanog unosa glukuronske kiseline, a drugo
je da je posledica snaznog inhibitora beta-glukuronidaze $to moze biti 1,4-lakton saharinske
kiseline (Roussin, 1996).

Istrazivanje inhibicije enzima 5-LOX je pokazalo porast kod fermentisanog kombuha
napitka, u poredenju s ¢ajem, nakon 21 dan kultivacije, Cime se otvara put za razvoj alternativ-
nog nesteroidnog antiinflamatornog leka (Villarreal-Soto i sar., 2019).

Vitamini B grupe koji su prisutni u kombuhi imaju $iroki spektar pozitivnih dejstava na
organizam. Poznato je da jacaju nervni i imunoloski sistem, poboljSavaju kognitivne funkcije,
ublazavaju anksioznost i depresiju (Mahdavifar i sar., 2021; Nguyen i Kim, 2022). Potencijalno
pomazu da se ublaze simptomi dijabetske periferne neuropatije (Khalil i sar., 2021).

Mlecna kiselina se u kombuhi nalazi sporadi¢no i u malim koli¢inama, ali ona u znacaj-
noj meri doprinosi terapeutskim efektima napitka. Nedostatak mle¢ne kiseline u vezivnom
tkivu je uoéen kod pacijenata obolelih od kancera i zato joj neki istrazivaci pripisuju znacajan
uticaj na antikancerogena svojstva kombuhe, kao potencijalni izvor nedostaju¢e mle¢ne kiseline
(Roche, 1998). Mlecna kiselina se jos od 1943. godine koristi za tretiranje suve koze, a sastojak
je proizvoda za lecenje svraba i psorijaze (Baumann i Weisberg, 2017).

2.1.6.1.  Antimikrobno dejstvo kombuhe

Organske kiseline pokazuju antimikrobno dejstvo, §to se koristi za konzervisanje razli-
¢itih prehrambenih proizvoda. U vodenim rastvorima slabe kiseline uspostavljaju dinamicku
ravnotezu izmedu nenaelektrisanog, nedisosovanog molekula kiseline i svog naelektrisanog,
anjona, koja je odredena konstantom kiselosti. Klasicnom teorijom o konzervisanju slabim ki-
selinama objasnjava se da nenaelektrisani molekuli prodiru u ¢eliju difuzijom kroz ¢elijsku
membranu, dok su naelektrisani anjoni nerastvorni u lipidima. Kako je uklonjen disosovani
oblik, a vrednost pH u ¢elijskoj citoplazmi je oko 7, ravnoteza reakcije se pomera u smeru
nastanka proizvoda disocijacije, §to uzrokuje zakisSeljavanje citoplazme, time inhibirajuci celij-
ski metabolizam (Steels i sar., 2002).

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti tradicionalne kombuhe, kao i proizvedene na
podlozi od rtanjskog ¢aja (Satureja montana L.) fermentisane do titrabilne kiselosti od 3,5 do
4,5 g/L pokazalo se da oba kombuha napitka pokazuju aktivnost prema predstavnicima Gram
negativnih bakterija Salmonella enteritidis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa i Pro-
teus mirabilis, kao i prema predstavnicima Gram pozitivnih bakterija Staphylococcus aureus i
Bacillus cereus, dok je prema plesnima Aspergillus flavus i Penicillium aurantiogriseum uo-
dena minimalna antimikrobna aktivnost (Cetojevié-Simin i sar., 2008).

20



Doktorska disertacija Stefan Vukmanovié

Antimikrobna aktivnost kombuha napitka pripremljenog fermentacijom vodenih ekstra-
kata timijana (Thymus vulgaris L.), citrinovca (Lippia citriodora), ruzmarina (Rosmarinus offi-
cinalis), komorac¢a (Foeniculum vulgare) i nane (Mentha piperita) testirana je prema patogenim
bakterijama i kvascima roda Candida. Napici dobijeni na L. citriodora i na F. vulgare su poka-
zali antimikrobno dejstvo i prema vrstama iz roda Candida: C. glabrata, C. tropicalis, C. sake,
C. dubliniensis i C. albicans, kao i prema nizu patogenih bakterija. Neutralizacijom kombuhe,
dodavanjem natrijum-hidroksida do pH 7, antimikrobno dejstvo smanjeno je znac¢ajno (Battikh
I sar., 2012). Drugo istrazivanje nije utvrdilo antimikrobnu aktivnost kombuhe na kvasac Can-
dida albicans, dok je antimikrobna aktivnost prema Agrobacterium tumefaciens, B. cereus, S.
aureus, E. coli i Salmonella Tyhpimurium bila prisutna. Takode, primeceno je da se inhibitorni
efekat kombuhe povecava s porastom koncentracije ¢aja u podlozi, dok kod samog ¢aja, u kon-
centraciji za pice, nikakva antimikrobna aktivnost nije uo¢ena. Kombuha napici pripremljeni
na crnom i zelenom ¢aju nisu pokazali razlike u inhibiciji mikroorganizama (Greenwalt i sar.,
1998).

Fermentativna te¢nost kombuhe na zelenom c¢aju, posle 7 i 14 dana fermentacije poka-
zala je antimikrobno dejstvo prema bakterijama roda Alicyclobacillus, ¢estim uzrocima kvare-
nja namirnica koje sadrze citruse. Minimalna inhibitorna koncentracija bila je 0,195%, a najiz-
razenija aktivnost bila je prema bakteriji A. herbarius (Mizuta i sar., 2020).

Kombuha napitak zagrejan do 80 °C pokazao je antimikrobnu aktivnost prema Campi-
lobacter jejuni, Shigella sonnei, Escherichia coli, Salmonella Typhimurium i Salmonella Ente-
ridis, $to je sugerisalo da su u fermentisanoj kombubhi prisutne i druge antimikrobne kompo-
nente, osim sir¢etne kiseline i1 velikih molekula proteina koji bi na toj temperaturi isparili, od-
nosno denaturisali se (Sreeramulu i sar., 2000).

Jedan od potencijalnih nosilaca antimikrobne aktivnosti kombuhe mozZe biti i usninska
kiselina, poznati antivirusni, antiprotozoalni i antibakterijski agens najzastupljeniji u liSaje-
vima. Osim toga, kombuha napitak pokazuje i antiproliferativnu i antiinflamatornu aktivnost
(Ing6lfsdéttr, 2002; Teoh i sar., 2004).

2.1.6.2.  Antioksidativna aktivnost kombuhe

Slobodni radikali su atomi, molekuli i joni koji sadrze nesparene elektrone, dok je anti-
nje fazom incijacije, nakon ¢ega slobodni radikal reaguje lan¢ano sa drugim, slabije reaktivnim,
molekulskim vrstama u fazi propagacije, dok je faza terminacije zavrSetak reakcije. Ljudski
organizam ima balansiran sistem slobodnih radikala i antioksidanata sto omoguc¢ava pojedinim
slobodnim radikalima da obavljaju znacajne bioloSke funkcije, dok se oksidativni stres odrzava
minimalnim. Kod aerobnih organizama slobodni radikali mogu nastati slucajno, samooksidaci-
jom nestabilnih biomolekula poput dopamina i ciljano, aktiviranim neutrofilima ili azot-oksid
sintazom (Halliwell, 2011, 2012).

Najznacajniji izvor slobodnih radikala u ljudskom telu je imuni sistem Koji ih koristi za
neutralizaciju pojedinih infektivnih agenasa. Imuni sistem je sposoban da generise slobodne
radikale brzo i u velikoj koli¢ini, spreavajuéi na taj na¢in prekomerni imuni odgovor (posebno
T-limfocita) 1 produzavaju¢i inflamaciju kada je pretnja uklonjena iz organizma. Hroni¢ne
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upale su veoma znacajni ¢inioci bolesti koje se javljaju u starosti, u ¢ijoj patologiji slobodni
radikali imaju znacajnu ulogu, pri ¢emu se narocito izdvajaju kancer i neurodegenerativni po-
remecaji (Chakravorty i sar., 2019; Halliwell, 2011). Glavni mehanizmi antikancerogenog i
antiproliferativnog delovanja kombuha napitka pripisuju se polifenolima i njihovoj sposobnosti
,hvatanja“ slobodnih radikala (Dura¢kova, 2010).

Smatra se da antioksidativna sposobnost tradicionalnog kombuha napitka potiée iz dva
izvora. Prvi su flavonoidni antioksidanti iz crnog i zelenog ¢aja, medu kojima su dominantni
teaflavin i tearubigin u crnom i katehini u zelenom. Drugi izvor su produkti metabolizma kom-
buha kulture koji ispoljavaju antioksidativna svojstva, samostalno ili u simbiozi s drugim jedi-
njenjima. Kao najvazniji metaboliti nosioci antioksidativne aktivnosti izdvajaju se vitamini B,
Bs, C, purini, pirimidini i neke organske kiseline (Vitas, 2013). U kombuha napicima na crnom
i zelenom ¢aju identifikovano je 127 fenolnih jedinjenja, od ¢ega flavonoidima pripada 70,2%,
fenolnim kiselinama 18,3%, drugim polifenolima 8,4%, lignanima 2,3% i stilbenima 0,8%.
Medu 10 najzastupljenijih jedinjenja Sest je pronadeno u kombuha napitku na crnom i na zele-
nom ¢aju, iako je redosled zastupljenosti jedinjenja bio razli¢it: galokatehin 3-O-galat/epigalo-
katehin 3-O-galat, galokatehin izomer 2/epigalokatehin, katehin, 5-O-galoilhinska kiselina,
kvercetin 3-O-glikozilramnozil-galaktozim izomer 2 (Cardoso i sar., 2020). Antioksidativna
aktivnost flavonoida, kao glavnih fenolnih jedinjenja, dobro je potvrdena u in vitro eksperimen-
tima, dok njihova in vivo funkcija jo$ treba biti razjasnjena. Dokazano je da deluju kao anti-
oksidanti tako $to ,,hvataju“ reaktivne kiseonikove i azotove vrste (engl. reactive oxygen spe-
cies, ROS; reactive nitrogen species, RNS), a u nekim oblicima heliraju jone prelaznih metala
(Rice-Evans, 2012). ROS nastaju tokom oksidativnog mitohondrijskog metabolizma, kao i u
sklopu ¢elijskog odgovora na ksenobiotike, citokine i bakterijske napade, a u njih spadaju
hidroksi radikal (OH), superoksid anjon radikal (O2") i vodonik-peroksid (H202). RNS obu-
hvata razli¢ita jedinjenja izvedena iz oksida azota: nitroksil anjon (NO), nitrozonijum Kkatjon
(NO"), visi oksidi azota, S-nitrozotioli (ONSR) i dinitrozil kompleksi s gvozdem
([Fe(NO)2(SR)2]") (Martinez i Andriantsitohaina, 2009; Ray i sar., 2012).

Kombuha proizvedena na tradicionalnoj podlozi pokazuje snaznu antioksidativnu ak-
tivnost koja zavisi od koriS¢ene vrste ¢aja, kao 1 od duzine trajanja fermentacije, pri cemu je
utvrdeno da najvecu aktivnost prema DPPH radikalu ima kombuha pripremljena na podlozi od
zelenog €aja, dok je, kada je koriS¢ena FRAP metoda, najvecu antioksidativnu aktivnost poka-
zala kombuha na podlozi od crnog ¢aja (Hsieh i sar., 2021). Druga studija daje viSe vrednosti i
za antioksidativnu aktivnost na DPPH radikal i za FRAP metodu za kombuhu pripremljenu na
zelenom ¢aju, nego na crnom ¢aju (Jakubczyk i sar., 2020). Merenje antioksidativne aktivnosti
prema ABTS" radikalu (2,2’-azinobis-3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska kiselina) tradicionalnih
kombuha napitaka pokazalo je da je antioksidativna aktivnost kombuha napitka na crnom ¢aju
gotovo dvostruko veca nego na zelenom Caju $to se objasnjava visSim sadrzajem ukupnih fenola
I ve¢im brojem razli¢itih fenolnih jedinjenja u kombuha napitku na crnom ¢aju (Cardoso i sar.,
2020).

Poredenjem antioksidativne aktivnosti na DPPH radikal, kombuha napitka na soku od
jabuke, nara 1 ananasa tokom osam dana kultivacije nije uo¢ena gotovo nikakva razlika, kako
medu uzorcima, tako ni kroz vreme (Osiripun i Apisittiwong, 2021). Ispitivanjem uticaja
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vremena ¢uvanja, tokom 11 dana, na antioksidativnu aktivnost na DPPH radikal kombuha na-
pitka proizvedenog na crnom, zelenom, belom i zutom ¢aju utvrdeno je da napici proizvedeni
na belom, crnom i zelenom ¢aju pokazuju pad antioksidativne aktivnosti prva Cetiri dana skla-
diStenja, nakon ¢ega se vrednost ustaljuje, dok kombuha napitak na belom caju pokazuje pad
antioksidativne aktivnosti prema DPPH radikalu u prva cetiri dana skladiStenja, nakon ¢ega
vrednost pocinje da raste i nakon 11 dana skladiStenja je ve¢a nego na zavrSetku fermentacije
(Gramza-Michalowska i sar., 2016).

2.1.6.3.  Toksi¢nost kombuha napitka

Iako se kod proizvoda alternativne medicine ¢esto dovode u pitanje ne samo njihova
lekovitost, ve¢ i potencijalna skodljivost, kombuha je, zbog svog sastava, vrlo otporna na kon-
taminaciju, narocito u uznapredovaloj fazi kultivacije, iako se ona, u domacinstvu, nikada ne
priprema u asepti¢nim uslovima. Odsustvo patogenih mikroorganizama u kombubhi se pripisuje
niskoj vrednosti pH, pre svega usled visoke koncentracije siréetne kiseline, koja deluje konzer-
virajuée na fermentisani napitak, ¢ine¢i sredinu nepovoljnom za sve organizme, 0sim za acido-
filne. Ispunjavanjem minimalnih higijenskih uslova tokom kultivacije se mogu¢nost kontami-
nacije patogenim i toksigenim mikroorganizmima gotovo u potpunosti uklanja i omogucéava se
dobijanje proizvoda koji ispunjava sanitarne zahteve (Cvetkovic, 2008).

Opisan je slucaj para koji se otrovao olovom nakon konzumiranja kombuha napitka
pripremljenog u keramickoj posudi. Kako se olovo nalazi u zna¢ajnoj koli¢ini u glazuri kera-
mike, a jako kisela sredina kombuhe pogoduje izluzivanju teskih metala, za $ta se kombuha 1
moze koristiti (Hopfe i sar., 2017), trovanje nije bilo neoc¢ekivano i posledica je nepridrzavanja
uputstava o pripremi napitka (Phan i sar., 1998).

Metaboli¢ka acidoza je opisana kod dve pacijentkinje u aprilu 1995. godine u ruralnoj
Ajovi u SAD-u, koje su pile kombuhu svakodnevno dva meseca, od kojih je jedna preminula.
Obe pacijentkinje su pile kombuhu koja potice od iste kulture, medutim jo$ 115 osoba je pri-
premalo kombuha napitak koriste¢i kulturu istog porekla, bez ikakvih zdravstvenih poteSkoca.
Americ¢ka Agencija za hranu i lekove (engl. Food and Drug Admininistration, FDA) je testirala
ovu kombuha kulturu 1 utvrdila njen mikrobioloski sastav, pri ¢emu nije pronaden nijedan pa-
togeni mikroorganizam. Analize su pokazale da je nivo etanola bio od 0,7 do 1,3%, a metanol
nije detektovan. Druga pacijentkinja je kombuhu fermentisala 14 dana, $to, obi¢no, daje preki-
seli napitak (Currier i sar., 1995).

U kombuha napitku pripremljenom u krajnje nehigijenskim uslovima, odnosno u stoc-
nom dvoristu, utvrdeno je prisustvo bakterije Bacillus antrax, sto se, takode, ne moze smatrati
dokazom o opasnosti konzumiranja kombuhe koja je pripremljenja u skladu s dobrom proizvo-
dackom praksom (Sadjadi, 1998).

Gastrointestinalne tegobe su prijavljene kod cetiri pacijenta koji su pili kombuhu pri-
premljenu u kuénim uslovima, ali nije utvrdena jasna veza izmedu kombuhe i1 tegoba
(Srinivasan i sar., 1997).

23



Doktorska disertacija Stefan Vukmanovié

Sve ove studije opisuju samo izolovane slucajeve koji obuhvataju veoma mali broj o-
soba. Ni u jednom od njih nema jasnih dokaza da je kombuha uzrok trovanja, odnosno smrti, a
u vise njih je jasno da nisu postovana osnovna higijenska pravila (Sai Ram i sar., 2000).

Trudnoc¢a je kontraindikacija za konzumiranje kombuha napitka zbog moguceg prisus-
tva heparina u ¢aju, koji inhibira pravilnu koagulaciju krvi i razreduje je, Sto moze biti opasno
u tre¢em trimestru trudnoce. lako autori nisu dokazali heparin ni u jednom uzorku, smatraju da
konzumacija kombuhe moze podstaci njegovu sintezu u organizmu (Leal i sar., 2018).

2.2. GrozdeiVvino

2.2.1. Vinova loza

Vinova loza pripada porodici Vitaceae, koja ukljucuje vise rodova. Tu spadaju Ampe-
lopsis i Parthenocissus, koje obuhvataju divlje loze i rod Vitis, u koji spadaju svi varijeteti
stonog i vinskog grozda. Rod Vitis obuhvata oko 40 vrsta, od kojih je najznacajnija Vitis vinifera
L. (slika 2.9), ili evropske vrste, koje se koriste za proizvodnju visokokvalitetnih vina i ame-
ricke vrste Vitis rupestris, riparia, berlandieri, labrusca itd, koje se koriste kao koren ili kao
direktni hibridi za proizvodnju. Unutar svake vrste postoje varijeteti koji zadrzavaju svoje oso-
bine iskljucivo vegetativnim razmnozavanjem, te stoga mogu biti smatrani klonovima. Poznato
je 6800 varijeteta vrste V. vinifera, mada se manje od 100 koristi za proizvodnju najprepoznat-

Grozde se, prema koncentraciji monoterpena, deli na cetiri grupe (Moreno i Peinado,
2012d):

e Vvarijeti intenzivne arome, kao Sto je Muskat, imaju ukupni sadrzaj slobodnih i
vezanih terpena izmedu 4 1 6 mg/L. U ovu kategoriju spadaju Muskat, Aleksan-
drija, Muskat blan a peti gran (fr. Muscat Blanc a Petits Grains),

e visokoaromati¢ni nemuskatni varijeteti imaju ukupni sadrZaj monoterpena
izmedu 1 1 4 mg/L. Ova kategorija obuhvata Rizling, Silvaner, Mirisni traminac
(nem. Gewurztraminer),

e aromati¢ni varijeteti imaju Sadrzaj terpena manji od 1 mg/L, a obuhvataju Ka-
berne sovinjon, Sardone, Merlo i Verdeho (3p. Verdejo) i

e neutralni varijeteti imaju sadrzaj monoterpena znacajno ispod 1 mg/mL i njihove
mirisne note ne zavise od sadrzaja monoterpena. U ovu grupu spadaju Airen (Sp.
Airén), Palomino, Garnaca (Sp. Garnacha) i Pedro Simenez (Sp. Pedro
Ximénez).
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Slika 2.9. Vinova loza (Vitis vinifera L.)
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/24/1llustration_Vitis_vinifera0.jpg)

Vrednost pH mesa bobice je od 3 do 4,5 1 sadrzi od 14 do 26% Secera. Vecina Secera se
kroz biljku transportuje, od organa u kojima se vrsi fotosinteza do ostalih, u formi saharoze. Pre
sarka! udeo Sedera nikada ne prelazi 20 g/kg svezeg grozda, dok neposredno uoéi $arka naglo
raste sadrzaj Secera u bobici. Osim dominantne glukoze i fruktoze, u grozdu se nalaze i male
koli¢ine arabinoze, ksiloze i galaktoze nefermentabilnih Secera. Osim njih, u grozdu oksidaci-
jom C6 hidroksilne grupe aldoza nastaju D-glukuronska i D-galakturonska kiselina, koje se u
vinima obi¢no nalaze u koncentraciji od 0 do 60 mg/L i od 40 do 400 mg/L, redom. Vino
napravljeno od grozda zaraZzenog plesni Bortytis cinera ima znacajno veée koncentracije ovih
kiselina, do nekoliko grama po litru (Moreno i Peinado, 2012a, 2012¢).

2.2.1.1. Rizling

Rizling (slika 2.10) je, bez sumnje, najcenjenija nemacka sorta grozda. Smatra se da je
u pitanju drevna sorta (prvo pominjanje 1435. godine) koja ima Traminac u svojoj lozi i daje
sveza aromati¢na vina koja mogu i¢i od suvih do slatkih, u zavisnosti od zrelosti grozda u
trenutku berbe. Vina dobijena od varijeteta Rizling imaju kompleksnu i prepoznatljivu aromu,
koja obi¢no podse¢a na ruze i borove. Van Nemacke, najvece povrSine pod Rizlingom su u
Kaliforniji i Australiji (Jackson, 2014c, 2016; Schuttler i sar., 2014).

Tac¢na aroma Rizlinga varira u zavisnosti od geografskog porekla grozda, ali osnovna
nota se nikada ne menja i ¢ine je linalol, citronelol 1 geraniol. Osim njih, Rizling sadrzi 1 karo-
tenoide koji su nearomati¢ni Cso terpeni (tetraterpeni), dok trimetildihidronaftalen daje note
koje podsecaju na benzin ili borovinu koje se javljaju u odlezalom Rizlingu, a aktinidol i

1 Sarak — faza dozrevanja grozda u kojoj bobice menjaju boju, belo grozde dobija zute pigmente, a crveno
crno modre
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vitispiran doprinose notama kamfora i eukaliptusa. Osim njih, u vinu proizvedenom od sorte
Rizling se jos pronalaze i pirazini i ketoni, dok je sadrzaj flavonoida nizak, iako glikozid narin-
gin moze dati gorak ukus (Jackson, 2014e, 2014g; Moreno i Peinado, 2012d). Cedenjem
kljuka?, sadrzaj terpena u §iri®> moze biti dva do pet puta veéi nego u samotoku* (Marais i van
Wyk, 1986). Kori$¢enjem soka od ovako sloZzenog prirodnog supstrata nuzno se mora dobiti i
kombuha napitak specificnog ukusa, znac¢ajno kompleksnijeg nego kada se proizvodi na tradi-
cionalnoj podlozi.

Slika 2.10. Grozde sorte Rizling
(https://www.thewinesociety.com/4a6cce/globalassets/discovery/thumbs/riesling_735x790.jp)

2.2.2.Vino

Vinogradarsko geografsko proizvodno podruéje u kojem su uslovi za uzgajanje vinove
loze povoljni obuhvata Citavu teritoriju Srbije i deli se na tri regiona: vinogradarski region Cen-
tralna Srbija, vinogradarski region VVojvodina i vinogradarski region Kosovo i Metohija, koji se
dalje dele na 22 rejona sa 77 vinogorja i vise vinogradarskih oaza. Vinogradarski region Voj-
vodina se sastoji od sedam rejona od kojih je najznacajniji Sremski, sa samo jednim vinogor-
jem, Fruskogorskim, odakle i potice efluent koriSéen za potrebe ove doktorske disertacije. Ovo
je jedan od vodecih rejona u Srbiji, sa vise od 50 registrovanih vinarija (Roncevié, 2016).

Proizvodnja vina u biv§im jugoslovenskim republikama je 2003. godine iznosila 3,5
miliona hL, dok je u vreme SFRJ proizvodnja dostizala 5 miliona hL. U Srbiji je iste godine

2 Kljuk — smesa $ire i delova bobice grozda koja nastaje muljanjem
3 Sira — sok koji se oslobada iz bobice grozda
4 Samotok — prva frakcija Sire koja se dobija, bez primene mehanicke sile
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godisnja proizvodnja vina bila 1,7 miliona hL (Jackson, 2014b), sto otvara prostor za veliku
koli¢inu potencijalne sirovine za proizvodnju kombuhe.

Grozde inficirano plesni Botrytis cinerea sadrzi narocito veliki broj sir¢etnih bakterija,
koje rastu na Siri 1 izazivaju nakupljanje glukonske 1 siréetne kiseline. Ovo moze dovesti do
nepotpune alkoholne fermentacije vina, usled interakcije izmedu AAB i kvasaca (Gonzalez i
sar., 2005).

2.2.3. Otpadni tok vinarije

Otpadni tok kori$¢en u istrazivanjima obuhvac¢enim ovom doktorskom disertacijom je
iz faze bistrenja Sire od grozda varijeteta Rajnski Rizling, koje je radeno flotacijom (slika 2.11)
pri cemu je pomoc¢ni agens bio zelatin.
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Slika 2.11. Shema proizvodnje belog vina (https://www.tehnologijahrane.com/wp-
content/uploads/2013/06/Sema-Razlike-belo-i-crno.jpg)

Proizvodnja vina je znacajna grana prehrambene industrije koja stvara veliku dodatu
vrednost. lako vinarstvo ne spada u industrije koje se smatraju velikim zagadiva¢ima, tokom
prerade groZzda javljaju se znacajne koli¢ine otpada poreklom od gubitaka i pranja opreme, koji
nosi veliko organsko i neorgansko opterecenje. Slika 2.12 prikazuje maseni i energetski bilans
proizvodnje vina. Kako je ispustanje nepreciS¢enih efluenata u okolinu ekoloski neprihvatljivo
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i uskoro ¢e postati zakonski nedozvoljeno, potrebno je imati pripremljenu strategiju za zbrinja-
vanje otpada. U zemljama gde se odlaganje otpadnih tokova naplacuje, ono predstavlja zna-
¢ajno finansijsko opterecenje za vinarije (Mosse i sar., 2011; Oliveira i Duarte, 2016).

Voda
9,25 mé/m?3

A 4

Elektri¢na energija Otpadna voda
159,6 kWh/m? 9,25 m3/m?

Proizvodnja vina

A4

A4

A4

Cvrsti otpad: 27 kg/m®
Indeks valorizacije = 43%
Nusproizvodi: 406,3 kg/m®

Indeks valorizacije = 100%

Slika 2.12. Maseni i energetski bilans proizvodnje vina (Brito i sar., 2007)

Otpadni tok vinarije se sastoji od vina, Sire, suspendovanih materija i sredstava za pra-
nje. Studije su pokazale izuzetno visok sadrZaj organskih materija u efluentima koje ispustaju
vinarije, pre svega Secera, zatim i organskih Kiselina, estara i polifenolnih jedinjenja. Proce-
njeno je da velike vinarije u Juznoafri¢koj Republici (kapaciteta 5—10 miliona litara) imaju gu-
bitke kroz otpadnu vodu u visini od 2,4 do 3,4 miliona dolara. Koli¢ina otpada veoma varira od
zemlje do zemlje, tako da Spanske vinarije generi$u Sest puta vise efluenata u odnosu na fran-
cuske i italijanske (Malandra i sar., 2003; Mosse i sar., 2011).

Prema poreklu generisanja, otpadne vode vinarija se dele na sledece frakcije (Brito i

sar., 2007):

otpadne vode nastale u pripremnoj fazi (pranje i dezinfekcija opreme i posuda),
otpadne vode nastale u fazi prijema grozda (pranje muljace, prese, pokretnih
traka, crpki, prihvatnih sudova itd.),

otpadne vode nastale tokom vinifikacije (ispiranje sudova za fermentaciju i bis-
trenje Sire, pranje podova, sa ili bez sredstava za ciscenje),

otpadne vode nastale tokom pretakanja vina (ispiranje sudova nakon pretakanja,
pranje crpki i creva, pranje podova sa ili bez sredstava za ¢iséenje) i

otpadne vode nastale tokom filtriranja vina (ispiranje kiselgura i drugog filtraci-
onog medijuma).
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U Srbiji sastav otpadne vode propisuje Uredba o grani¢nim vrednostima emisije zaga-
dujuéih materija u vode i rokovima za njihovo dostizanje ,,SI. glasnik RS* br. 1/2016 (tabela
2.4) koja definiSe vrednosti znac¢ajnih parametara otpadne vode iz postrojenja za proizvodnju
alkohola 1 alkoholnih pi¢a na mestu ispustanja u povrsinske vode ili javnu komunalnu kanali-
zaciju.

Tabela 2.4. Grani¢ne vrednosti emisije na mestu ispustanja u povrsinske vode (Uredba o
grani¢nim vrednostima emisije zagadujuc¢ih materija u vode i rokovima za njihovo dostizanje
“Sl. glasnik RS” 1/2016, 2016)

Parametar Granicna vrednost emisije
Temperatura 30°C

pH 6,5-9
Suspendovane materije 35 mg/L
Biohemijska potrosnja kiseonika (BPKs) 25 mgO./L
Hemijska potrosnja kiseonika (HPK) 110 mgO-/L
Amonijak (kao NHz-N) 10 mg/L

Ukupni fosfor 2 mg/L

Ukupni organski azot (NH4-N, NO3-N, NO2-N) 18 mg/L
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Materijal 1 metode
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3. Materijal i metode

3.1. Sirovina za proizvodnju

Sirovina za proizvodnju za istrazivanja obuhvacena ovom doktorskom disertacijom pri-
kupljena je iz vinarije ,,Sija¢ki* u Banostoru, Fruskogorsko vinogorje. Za istraZivanja prikazana
u potpoglavlju 4.1 efluent je prikupljen u septembru 2016. godine, a za sva ostala istraZivanja
u septembru 2018. godine. Grozde je pripadalo sorti Rajnski rizling. Nakon berbe i muljanja
Sira je bistrena postupkom flotacije kori§¢enjem zelatina. PO odvajanju izbistrene §ire, tecni
otpadni tok koji sadrzi ¢vrste komponente, komadice ljuske, peteljke i semenke grozda, sakup-
ljen je u odgovarajuéu ambalazu.

Efluent je odmah profiltriran na laboratorijskoj komornoj filtar presi i, do dalje obrade,
¢uvan na -20 °C. Nakon odmrzavanja, otpadni tok je profiltriran na nu¢ levku kroz laborato-
rijski filtar-papir. Zatim, sterilisan je u autoklavu (121 °C, 20 min) i razblazen na odgovarajuci
sadrzaj ukupnih redukujudih Secera prokuvanom ¢esmenskom vodom.

3.2. Inokulum i uslovi kultivacije

3.2.1. Priprema inokuluma

Koris¢ena kombuha kultura uzgajana je na saharozom zasladenom dekoktu crnog caja.
U cilju pripreme za proizvodnju, najpre je izvedena adaptacija kulture uslovima gajenja na
alternativnom supstratu. Kombuha napitak dva puta je proizveden primenom medijuma na bazi
otpadnog toka vinarije (za ispitivanja opisana u potpoglavlju 4.1 prilagodavanje je radeno samo
jednom), ¢iji je sadrzaj ukupnih redukujucih Secera podesen na 70 g/L razblazivanjem proku-
vanom ¢esmenskom vodom, da bi se uklonio sav hlor. Pripremne kultivacije izvodene su na
25 °C u trajanju od 7 dana, za fermentacije opisane u potpoglavlju 4.1 i 6 dana za ostale fer-
mentacije, $to je odabrano na osnovu pocetnog ispitivanja. Nakon toga, ovako dobijeni napitak

koriséen je kao inokulum za nove kultivacije.

Ovako pripremljeni inokulum kori$cen je za inokulaciju podloge, pripremljene na na¢in
opisan u potpoglavlju 3.1, i 400 mL sveze inokulisane podloge razliveno je u sterilne staklene
laboratorijske ¢aSe zapremine 600 mL, pokriveno sterilnom gazom i kultivisano u inkubatoru
na odgovarajucoj temperaturi.

3.2.2. Pocetno ispitivanje mogucnosti koriS¢enja novog supstrata

Moguénost primene otpadnog toka vinarije kao jedinog supstrata za proizvodnju kom-
buha napitka ispitivana je na 25 °C u trajanju od 10 dana, uz svakodnevno uzorkovanje. Nakon
sterilizacije u autoklavu na 121 °C, pri pritisku 2,1 bar, u trajanju od 20 min, otpadni tok je
razblaZzen prokuvanom ¢esmenskom vodom, do finalne koncentracije koja odgovara 70 g/L u-
kupnih redukujuéih Secera. Zatim je dodato 10% (v/v) inokuluma kombuha napitka, homoge-
nizovano je i1 300 mL kultivacionog medijuma razliveno je u sterilne staklene laboratorijske
¢aSe od 600 mL, pokriveno sterilnom pamuc¢nom gazom i inkubirano bez meSanja i prinudne
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aeracije. Svaki dan je, za analizu, uzimana po jedna ¢asa, da bi se u ostalima neometano formi-
rala celulozna navlaka, odnosno da bi se obezbedio nesmetan fermentacioni proces. Uzorci su,
do analiziranja, cuvani na -20 °C. U ovoj fazi ispitivanja, radene su analize opisane u potpoglav-
ljima3.3,3.4.1,3.4.2,35.2,35.3,3.9.1 3.10.1.

3.2.3. Optimizacija uslova proizvodnje

Za modelovanje i optimizaciju uslova proizvodnje kombuha napitka na otpadnom toku
od proizvodnje vina kori$¢en je pun faktorijalni eksperimentalni dizajn sa tri parametra na tri
nivoa, 3%. Varirani su temperatura proizvodnje, podetni sadrzaj ukupnih redukujuéih Seéera i
vreme trajanja kultivacije prema prikazanom planu ogleda (tabela 3.1).

Tabela 3.1 Plan eksperimenata s kodiranim vrednostima

Kaod 1 0 11

supnin Secea (41 0 50 70
kjlingiﬂit?rg] 20 25 30

ku Iti-:-/:cl:ji?: j[(:jan] < 6 9

Na osnovu senzorne ocene, tre¢i dan je odreden kao trajanje fermentacije nakon koga
je kombuha napitak pogodan za konzumaciju. Takode, modelovanje opisano u potpoglavlju
3.10.2 radeno je samo za uzorke prikupljene nakon tri dana fermentacije, jer se smatra da su
oni bitni za proizvodnju kombuha napitka na industrijskom nivou.

Sve kultivacije su izvodene u tri ponavljanja.

3.3. Analize za pracdenje toka kultivacije

Analizirani su kombuha proizvodi nakon tri, Sest 1 devet dana fermentacije na 20, 25 i
30°Csa 30,501 70 g/L pocetnog sadrzaja Secera, kao i incijalni supstrat, neinokulisane podloge
1 sveze inokulisane (nulti dan fermentacije).

3.3.1. Odredivanje vrednosti pH
Vrednost pH merena je pH-metrom (ADWA AD 1000 pH/mV i Temperature Meter).

3.3.2. Odredivanje ukupne kiselosti

Ukupna kiselost (UK) merena je po metodi koju su opisali Malbasa, Loncar, Djurié, i
sar.,, 2008. Uzorak je titrisan standardnim rastvorom natrijum-hidroksida koncentracije
0,1 mol/L uz indikator fenolftalein. Rezultati su izrazeni u gramima siréetne kiseline po litri
uzorka.
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3.3.3. Odredivanje prinosa biomase

Biomasa je merena na tehnickoj vagi. Celulozna navlaka je preneta iz fermentacione
posude na Petri posudu. Visak teCnosti je pokupljen papirnim  ubrusom
(https://research.qut.edu.au/textiler/research/growing-vegan-leather/;  Malbasa,  Loncar,
Djurié, i sar., 2008). Rezultati su izraZzenima u gramima.

3.4. HPLC analize

Za analize te¢nom hromatografijom pod visokim pritiskom (engl. High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC) Kkoris¢ena je hromatografija na obrnutim fazama na uredaju Agilent
1100 serije (Agilent Technologies, Santa Klara, SAD). Sistem je sastavljen od degazera, bi-
narne pumpe, ZORBAX® SB-C18 kolone (4,6 x 150 mm, veli¢ina ¢estica 5 um) i detektora
umrezenih dioda (engl. Diode-Array Detector, UV-DAD). Pre injektovanja, uzorci su filtrirani
kroz membranski filter od regenerisane celuloze pre¢nika pora 0,45 um i 20 uL uzorka injek-
tovano je direktno u HPLC sistem. Pre analize, mobilna faza je profiltrirana kroz filtar od rege-
nerisane celuloze precnika pora 0,45 um. Za izracunavanje je koriS¢ena eksterna kalibracija, a
sve analize su radene u tri ponavljanja.

3.4.1. Odredivanje sadrzaja organskih kiselina

Odredivane su siréetna, vinska, oksalna, mravlja, mle¢na, malonska, jabuc¢na, limunska
i ¢ilibarna kiselina (Vitas i sar., 2018). Hromatografija je izvodena u izokratskom rezimu. Kao
mobilna faza koris¢en je rastvor fosforne Kiseline u bidestilovanoj vodi, koncentracije 6
mmol/L, ¢ija je vrednost pH podeSena na 2,1 pri protoku od 1,0 mL/min, na temperaturi od
28 °C uz talasnu duzinu detekcije 220 nm, a rezultati su iskazani u gramima odgovarajuce
organske kiseline po litru uzorka.

3.4.2. Odredivanje sadrzaja vitamina C

Vitamin C je odreden prema metodi koju su opisali Vitas i sar., 2013. Mobilna faza je
bio rastvor amonijum-acetata u bidestilovanoj vodi koncentracije 0,1 mol/L, vrednosti pH po-
desene na 5,1, a hromatografija je izvodena u izokratskom rezimu. Protok mobilne faze je bio
0,4 mL/min, talasna duzina detekcije 254 nm, a temperatura kolone 40 °C. Rezultati su iskazani
u miligramima vitamina C po litru uzorka.

3.4.3. Odredivanje sadrzaja fenolnih kiselina

Mobilna faza se sastojala od dve komponente: A (2%-ni rastvor sir¢etne kiseline u bi-
destilovanoj vodi) i B (smesa metanola i acetonitrila u odnosu 1:1 (v/v)). Pre analize, mobilna
faza je profiltrirana kroz filtar od regenerisane celuloze pre¢nika pora 0,45 um. Hromatografija
je izvodena u gradijentnom rezimu (linearni gradijent od 0 do 25 min, od 95 do 70% A; od 25
do 35 min, od 70 do 60% A, od 35 do 40 min, od 60 do 52% A; od 40 do 50 min, od 52 do 30%
A; od 50 do 55 min, od 30 do 0% A; od 65 do 70 min, od 0 do 95% A, radi vracanja kolone na
pocetne uslove), pri protoku od 0,5 mL/min, na temperaturi od 25 °C pri ¢emu je talasna duzina
za detekciju bila 280 nm. Odredivane su galna, p-hidroksibenzoeva, kafena, siringinska, p-ku-
marinska, ferulna i sinapinska kiselina koje su identifikovane poredenjem s retencionim
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vremenima i UV-VIS spektrima standarda analiziranim pod istim uslovima (Bendini i sar.,
2003). Sadrzaj fenolnih kiselina iskazan je u miligramima po litri uzorka.

3.5. Spektrofotometrijske metode

3.5.1. Odredivanje sadrzaja ukupnih redukujucih Secera

Sadrzaj ukupnih redukujuéih Secera odreden je metodom koju je opisao Miller, 1959.
Slobodna aldehidna grupa redukujucih Secera oksiduje se 3,5-dinitrosalicilnom kiselinom
(DNS) u karboksilnu, pri ¢emu se ona redukuje u 3-amino-5-nitrosalicilnu kiselinu. U Kivetu je
odmereno 0,5 mL uzorka u koji je dodato 0,75 mL reagensa i zagrevano zacepljeno u klju¢alom
vodenom kupatilu tacno 5 min. Nakon hladenja uzorka na sobnu temperaturu dodato je 3,75 mL
destilovane vode. Smesa je homogenizovana i merena je apsorbancija na 540 nm. Za pripremu
slepe probe, umesto uzorka, koriS¢ena je destilovana voda. DNS reagens je pripremljen od
7,45 g/L 3,5-dinitrosalicilne kiseline, 5,8 g/L natrijum-metabisulfita, 13 g/L natrijum-hidrok-
sida, 214,9 g/L kalijum-natrijum-tartarata i 5,3 g/L sveze predestilisanog fenola (Dodi¢ i
Grahovac, 2013).

U mladom grozdu sadrzaj glukoze je visi nego fruktoze, medutim, tokom berbe odnos
glukoze i fruktoze opada tako da su u zrelom grozdu koli¢ine glukoze i fruktoze gotovo jednake.
Kako oba Secera reaguju u istom molskom odnosu u DNS reakciji, kao model sistem za kali-
braciju kori$c¢ena je serija rastvora glukoze (Jackson, 2014e, 2014d).

3.5.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola odreden je metodom po Folin-Ciokalteu (3vedski Folin; rum.
Ciocélteu) (Singleton i Rossi, 1965), uz manje modifikacije. Pipetom je odmereno 0,5 mL u-
zorka, 0,5 mL Folin-Ciokalteu reagensa i 1,5 mL natrijum-karbonata (20% m/m), redom, u
normalni sud zapremine 10 mL Koji je, zatim, dopunjen destilovanom vodom do marke, dobro
promuckan i inkubiran 120 min u mraku, na sobnoj temperaturi (25 °C). Apsorbancija je me-
rena na 750 nm koriste¢i UV/VIS spektrofotometar (LLG-uniSPEC2 Spectrophotometer, Me-
kenhajm, Nemacka). Slepa proba je bila pripremljena na isti nacin, ali s destilovanom vodom
umesto uzorka. Standard za kalibraciju je bila galna kiselina i rezultati su izrazeni u ekvivalen-
tima galne kiseline po litru uzorka (mg EGKI/L).

3.5.3. Odredivanje antioksidativne aktivnosti
3.5.3.1.  Odredivanje antioksidativne aktivnosti na DPPH radikal

Odredivanje antioksidativne aktivnosti prema 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikalu (engl.
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) radeno je prema metodi koju su opisali Morales i
Jiménez-Perez, 2001, uz manje modifikacije. Koris¢eni standardni rastvor je bio etanolni ras-
tvor DPPH koncentracije 80 pumol/L. Reakciona smesa je pripremljena meSanjem 4,80 mL ras-
tvora DPPH i 1,00 mL uzorka i inkubirana na sobnoj temperaturi 1 h. Apsorbancija je merena
na 515 nm koriste¢i UV/VIS spektrofotometar (LLG-uniSPEC2 Spectrophotometer, Meken-
hajm, Nemacka). Slepa proba je bila smesa 4,80 mL rastvora DPPH i 1,00 mL destilovane vode,
a za podesavanje nule aparata kori$éen je etanol. Antioksidativna aktivnost na DPPH radikal
izraZena je u procentima (AAprpH-) (Jayabalan i sar., 2008; Tu i sar., 2019).
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3.5.3.2.  Odredivanje antioksidativne aktivnosti na hidroksi radikal

Antioksidativna aktivnost na hidroksi radikal merena je prema metodi koju su opisali
Deeseenthum i Pejovic, 2010, s manjim modifikacijama. Zapremina od 100 pL uzorka pome-
Sana je s 450 uL natrijum-fosfatnog pufera (koncentracije 0,2 mol/L, vrednosti pH 7,00),
150 pL rastvora 2-dezoksiriboze koncentracije 10 mmol/L, 150 pL rastvora dihidrata dinatriju-
move soli EDTA koncentracije 10 mmol/L, 150 uL rastvora gvozde(Il)-sulfata heptahidrata
koncentracije 10 mmol/L, 150 uL rastvora vodonik-peroksida koncentracije 10 mmol/L i
525 uL destilovane vode. Reakciona smesa inkubirana je 120 min na 37 °C, nakon ¢ega je do-
dato 750 pL trihlorsircetne kiseline koncentracije 2,8% i 750 uL tiobarbiturne kiseline koncen-
tracije 0,1%. Nakon toga, epruvete s reakcionom smeSom zagrevane su 10 min u klju¢alom
vodenom Kkupatilu. Apsorbancija je merena na 520 nm koriste¢i UV/VIS spektrofotometar
(LLG-uniSPEC2 Spectrophotometer, Mekenhajm, Nemacka). Slepa proba pripremljena je na
isti na¢in, uz koris¢enje destilovane vode umesto uzorka. Antioksidativna aktivnost na hidroksi
radikal izraZena je u procentima (AAon).

3.5.3.3.  Odredivanje redukcione moci

Redukciona mo¢ merena je prema metodi koju su opisali Yildirim i sar., 2001, uz manje
modifikacije. Zapremina od 300 uL uzorka pomesana je s 2,50 mL fosfatnog pufera (koncen-
tracije 0,2 mol/L, vrednosti pH 6,60) i 2,5 mL rastvora kalijum-fericijanida koncentracije 1%.
Reakciona smesa je inkubirana 30 min na 50 °C. Nakon toga, dodato je 2,5 mL rastvora trihlor-
sir¢etne kiseline koncentracije 10%. Zapremina od 2,50 mL reakcione smeSe pomesana je S
2,50 mL destilovane vode i 0,50 mL rastvora gvozde(IlI)-hlorida heksahidrata masenog udela
0,1%. Apsorbancija je merena na 700 nm koriste¢i UV/VIS spektrofotometar (LLG-uniSPEC2
Spectrophotometer, Mekenhajm, Nemacka). ViSa apsorbancija ukazuje na viSu redukcionu
moc¢.

3.6. Volumetrijske metode

3.6.1. Odredivanje sadrzaja etanola

Sadrzaj etanola odreden je volumetrijski, bihromatnom metodom (Pravilnik o
metodama uzimanja uzoraka i vrSenja hemijskih i fizi¢kih analiza radi kontrole kvaliteta
proizvoda od voca i povrca, sluzbeni list SFRJ 29/83). Zapremina od 25 mL uzorka preneta je
u stakleni balon, dodata je destilovana voda i neutralisano je suspenzijom kalcijum-hidroksida
(111 g u 1 L destilovane vode) do alkalne reakcije. Destilacija je vrsena dok nije sakupljeno
oko 75 mL destilata, koji je hvatan u normalni sud od 100 mL. Kondenzator i nastavak su
isprani s nekoliko kapi destilovane vode, nakon ¢ega je odmerna tikvica dopunjena do marke i
homogenizovana. Zapremina od 20 mL razblazenog destilata preneta je u erlenmajer sa §lifo-
vanim ¢epom u kome se nalazilo po 20 mL sumporne kiseline (1:1) i kalijum-dihromata (42,572
g u 1L destilovane vode). Pri dodavanju destilata, smesa nije smela da dobije zelenu boju, tj. u
njoj je morao biti visak dihromata. Ako se smesa oboji u zeleno, potrebno je ponoviti oksidaciju
s manjom koli¢inom destilata, a ako je potrebno, destilacija se mora ponoviti S manjom zapre-
minom uzorka. Nakon 30 min na sobnoj temperaturi, u zapuSenom erlenmajeru, rastvor je titri-
san rastvorom amonijum fero-sulfata uz gvozde(Il)-o-fenantrolin kao indikator, do promene
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boje u crveno-smedu. Kao slepa proba titrisana je smesa sastavljena od po 20 mL rastvora ka-
lijum-dihromata i sumporne kiseline (1:1), uz isti indikator. Sadrzaj etanola racunat je prema
jednacini (3.1)

~ Vsp-Vyz) - 100
a)etan()l - VSP . V . VO

1000 [%)] (3.1

gde su:

®  (Metanol — procentni sadrzaj etanola,

e Vsp—zapremina rastvora amonijum-fero-sultata utroSena za titraciju slepe probe
[mL],

e Vuz — zapremina rastvora amonijum-fero-sultata utroSena za titraciju uzorka
[mL],

e V.- zaremina razblazenog destilata uzeta za analizu [mL] i

e Vo — zapremina uzorka odmerena za analizu [mL].

Rezultati su izrazeni u zapreminskim procentima etanola.

3.6.2. Odredivanje sadrzaja ukupnog azota

Sadrzaj ukupnog azota odreden je metodom po Kjeldalu (dan. Kjeldahl) (Kravi¢ i
Stojanovié, 2016; Trajkovic i sar., 1983). Odgovaraju¢a zapremina uzorka (1 ili 2 mL, zavisno
od uzorka) uneta je u Kjeldal tikvicu, dodato je 2 mL koncentrovane sumporne kiseline i 1 g
smeSe katalizatora (sme$a bakar(II)-sulfata i kalijum-sulfata u odnosu 1:9 (m/m)). Zagrevano
je u digestoru dok rastvor ne prede u blago zelenu boju. Razoren uzorak prenet je u balon za
destilaciju kori§¢enjem male zapremine destilovane vode.

U erlenmajer je pipetom odmereno 10 mL rastvora hlorovodoni¢ne kiseline koncentra-
cije 0,01mol/L i dodato je tri kapi mesanog indikatora (bromkrezolzeleno i metilcrveno u eta-
nolu). Nastavak za destilaciju je bio uronjen u te¢nost. U balon za destilaciju je preko levka,
postepeno, dodavan 33% natrijum-hidroksid do alkalne reakcije, pri ¢emu se sadrzaj balona
boji u tamnoplavo, da bi istisnuo azot u vidu amonijaka. Nakon 5 min destilacije (indikator nije
smeo promeniti boju), erlenmajer je spusten nize, da nastavak za destilaciju bude iznad nivoa
tecnosti 1 destilacija nastavljena jo§ minut. Nakon toga, neizreagovali viSak hlorovodoni¢ne
Kiseline je retitrisan rastvorom natrijum-hidroksida koncentracije 0,0100 mol/L do promene
boje u zeleno, uz mesani indikator (smesa 0,1%-nog rastvora bromkrezolzelenog u etanolu i
0,1%-nog rastvora metilcrvenog u etanolu u odnosu 3:2; pokazuje izrazitu promenu boje na pH
5,1, iz crvene (u kiseloj sredini) u zelenu (u baznoj sredini) boju). Radi odredivanja ta¢ne kon-
centracije hlorovodoni¢ne kiseline u koju je hvatan predestilisani amonijak, radena je titracija
slepe probe, 10 mL hlorovodonié¢ne kiseline natrijum hidroksidom, uz 3 kapi mesanog indika-
tora, do promene boje u blago zelenu. Masa azota po litru uzorka se racuna prema jednacini
(3.2).

_ (crcr * Vacr - ¢vaor = Vaor)
Va

N My [ng (3.2)

gde su:
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e CHcl — koncentracija hlorovodoni¢ne kiseline odredena na osnovu titracije slepe
probe [mol/L],

e Vel — zapremina hlorovodoniéne kiseline u kojoj je hvatan amonijak [mL],

e CnaoH — koncentracija standardnog rastvora natrijum-hidroksida [mol/L],

e VnNaoH — zapremina natrijum-hidroksida utro$ena za titraciju viska hlorovodo-
ni¢ne kiseline [mL],

e V- zapremina uzorka odmerena za analizu [L] i

e My —molarna masa azota [14,0067 g/mol].

Rezultati su izraZeni u miligramima azota po litru uzorka.

3.7. Kontrolni uzorci

Kontrolni uzorci za analize opisane od potpoglavlja 3.3. do 3.6 bili su otpadni tok i
neinokulisane podloge, osim za analizu iz potpoglavlja 3.6.1, kod koje ovi uzorci nisu analizi-
rani, jer nije o¢ekivano da sadrze etanol.

Sve analize su radene u tri ponavljanja i rezultati su iskazani kao srednja vrednost +
standardna devijacija.

3.8. Mikrobioloska ispitivanja

3.8.1. Odredivanje ukupnog broja kvasaca

Ukupan broj kvasaca odreden je metodom poseva (Vrbaski i Markov, 1992). Kori$éena
je hranljiva podloga Saburo-4% maltozni agar (engl. Sabouraud-4% Maltose Agar) (Merck,
Darmstat, Nemacka) sa dodatkom 50 mg/L hloramfenikola (Sigma-Aldrich, Sent Luis, SAD),
da bi se inhibirao rast bakterija. Zasejane Petri ploce inkubirane su 72 h na 28 °C, nakon ¢ega
je odreden broj vijabilnih ¢elija po mililitru ispitivanog uzorka. Rezultat je izrazen u jedinicama
log CFU/mL (engl. Colony Forming Unit, CFU), a sve analize radene su u tri ponavljanja.
Ukupan broj kvasaca odredivan je tokom celog trajanja bioprocesa, a kontrolni uzorak bio je
kombuha napitak proizveden na podlozi od crnog ¢aja (1,5 g/L) zasladen saharozom (70 g/L),
inkubiran na 25 °C.

3.8.2. Odredivanje ukupnog broja bakterija sir¢etnog vrenja

Ukupan broj bakterija sir¢etnog vrenja (BSV) odreden je metodom poseva (Vrbaski i
Markov, 1992), a kao podloga za kultivaciju korisc¢en je kvasni ekstrakt pepton manitol agar
(engl. Yeast Peptone Mannitol Agar) (Difco, Detroit, SAD) u koji je prethodno dodato 500
mg/L cikloheksimida (aktidion; Sigma-Aldrich, Sent Luis, SAD) da bi se inhibirao rast kvasaca.
Inkubacija na 28 °C trajala je pet do sedam dana, zatim je izraCunat broj vijabilnih ¢elija po
mililitru. Krajnji rezultat izraZen je kao log CFU/mL, a analize su radene u tri ponavljanja.
Ukupan broj bakterija sir¢etnog vrenja odredivan je tokom celog trajanja bioprocesa. Kontrolni
uzorak je bio kombuha napitak proizveden na podlozi od crnog ¢aja (1,5 g/L) zasladen saharo-
zom (70 g/L), inkubiran na 25 °C.
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3.8.3. Odredivanje antimikrobne aktivnosti

Antimikrobna aktivnost kombuha napitaka ispitivana je prema predstavnicima Gram
negativnih bakterija (Escherichia coli (ATCC 25922) i Salmonella Typhimurium (ATCC
14028)), Gram pozitivnih bakterija (Staphylococcus aureus (ATCC 25923) i Enterococcus fae-
calis (ATCC 29212)) i kvascu (Candica albicans (ATCC 10231)).

Antimikrobna aktivnost odredivanja je agar difuzionom metodom sa bunar¢i¢ima. So-
jevi bakterija su uzgajani na Miler-Hintonovom (engl. Mueller-Hitnon), a kvasac na Saburo
dekstroznom (engl. Sabouraud Dextrose) agaru 24 h na 37 °C, odnosno 25 °C redom. Nakon
inkubacije, ¢elije su sprane s povrSine agara i suspendovane u sterilnom fizioloSkom rastvoru.
Broj ¢elija u mililitru suspenzije za inokulaciju, procenjen na Mak Farlandovom nefelometru je
bio 1 - 108 CFU/mL i razblazen je 10 puta do 1 - 10’ CFU/mL. Nakon toga, 1 mL ove suspenzije
unet je u 19 mL otopljenog (45 °C) Miler-Hintonovog ili Saburo dekstroznog agara, smesa je
homogenizovana i izlivena na Petri ploce. Nakon o¢vrS¢avanja, bunarci¢i precnika 9 mm su
napravljeni sterilnom metalnom cev¢icom, pomoc¢u vakuum pumpe. Zatim su ispitivani uzorci,
zapremine 100 pL, preneti u bunarcice Petri plo¢a, prethodno inokulisane test mikroorgani-
zmima. Ploce s bakterijama su inkubirane 24 h na 37 °C, a sa ispitivanim kvascem 48 h na
25 °C. Nakon inkubacije, mereni su pre¢nici zona inhibicije. Sve analize radene su u tri ponav-
ljanja, a rezultati su iskazani kao precnik zone inhibicije u milimetrima + standardna devijacija.

Ispitivani uzorci su kombuha napici dobijeni na otpadnom toku iz vinarije nakon tri
dana kultivacije proizvedeni na podlozi s 30, 50 i 70 g/L pocetnog sadrzaja Secera i kultivisani
na tri razlicite temperature, 20, 25 1 30 °C, kao i kontrolni uzorci:

¢ neinokulisana kultivaciona podloga (otpadni tok vinarije razblazen na tri ispiti-
vane koncentracije Secera, 30, 50 i 70 g/L),

e rastvori siréetne kiseline koji odgovaraju ukupnoj kiselosti proizvedenih kom-
buha napitaka (slika 4.10) (7,5 g/L (UK =7,5¢9/L); 8,5¢/L (UK =8,5g/L); 10,5
g/L (UK =10,59/L);i12,0g/L (UK =12 g/L)),

e dekokt crnog ¢aja (CC), koncentracije 5 g/L, 5 min klju¢anja,

e kombuha napitak proizveden na crnom caju (K, 70 g/L saharoze, 1,5 g/L crnog
¢aja, 7 dana kultivacije na 25 °C, inokulum 10% v/v),

e kombuha napitak proizveden na crnom ¢aju neutralisan do pH 7 koristeci
0,1 mol/L natrijum-hidroksid (KN) i

e kombuha napitak proizveden na crnom ¢aju zagrevan do klju¢anja 10 min, da bi
se denaturisali proteini (KZ).

Svi uzorci su profiltrirani kroz sterilni membranski mikrofilter, pre¢nika pora 0,22 pm.

3.9. Senzorna analiza

Senzorne osobine kombuha napitaka ocenjene su prema metodi koju su opisali Zou i
sar., 2021, uz modifikacije. Cetiri neobu¢ena ocenjivaca probala su svaki uzorak i ocenila ga
na skali od 1 do 5 (5 — vrlo dobro, 4 — dobro, 3 — prosecno, 2 —lose i 1 — veoma lose), za svaki
od parametara. Ocenjivani su miris, ukus, boja i ukupni utisak. Rezultati su prikazani radarskim
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grafikonom. Da bi svezina napitaka bila oCuvana, svi uzorci su probani na dan uzorkovanja i
probani su iz providnih staklenih ¢asa.

3.10. Statisticka obrada podataka

3.10.1. Primarna obrada rezultata

Eksperimentalni podaci obradeni su koris¢enjem jednofaktorijalne analize varijanse
(engl. One-Way ANOVA), kao statistickom alatu za ispitivanje uticaja jednog faktora, odnosno
nezavisne promenljive na zavisnu promenljivu. Nakon toga, uradena je post-hoc analiza Taki-
jevim testom znacajnih razlika (engl. Tukey's honest significance test) radi definisanja homo-
genih grupa srednjih vrednosti i nivoa znacajnosti ispitivanih faktora. Statisticke analize vrSene
su primenom softverskog paketa Statistica 13.1 (Dell Inc., Raund Rok, Teksas, SAD), pri nivou
znacajnosti od 0,05. Srednje vrednosti i standardne devijacije ispitivanih parametara izraCunate
su koris¢enjem softverskog paketa Microsoft Office 2016 (Microsoft Corporation, Redmong,
Vasington, SAD).

3.10.2. Modelovanje primenom metode odzivne povrsine

Modelovanje eksperimentalnih podataka dobijenih za tre¢i (konzumni) dan proizvodnje
kombuha napitaka vrSeno je primenom metode odzivne povrSine (engl. Response Surface
Methodology, RSM).

Dobijeni podaci modelovani su polinomom drugog reda koji opisuje uticaj dve nezavi-
sne promenljive (pocetnog sadrzaja Secera i temperature kultivacije) na ispitivane zavisne pro-
menljive (Y). U definisanoj jednacini (3.3) bo je odsecak, bi su linearni koeficijenti, a bii kva-
dratni koeficijenti, dok je bij koeficijent interakcije regresionog modela.

YO =by+ ) bXo+ D bXZ+ Y XX, (3:3)
i=1 i=1

i<j

Statisticka znacajnost koeficijenata regresionih modela procenjena je koriS¢enjem p-
vrednosti. Da bi se procenio kvalitet fitovanja eksperimentalnih podataka dobijenim matema-
tickim jednacinama (na osnovu koeficijenta determinacije, R?), kao i statisti¢ke znagajnosti do-
bijenih modela primenom p-vrednosti i F-vrednosti uradena je analiza varijanse. Statisti¢ke a-
nalize vr§ene su pri nivou znacajnosti 0,05, a za obradu podataka kori$¢en je softverski paket
Statistica 13.1 (Dell Inc., Raund Rok, Teksas, SAD). U tabelama koje predstavljaju koeficijente
regresione jednacine i njihove p-vrednosti masnim slovima i zvezdicom su oznaceni parametri
koji imaju statisticku znacajnost, pri intervalu poverenja od 95%. Konstruisanjem grafickog
prikaza odzivnih povrsina omoguceno je sagledavanje uticaja interakcije nezavisnih promenlji-
vih na definisani odziv.

Modelovani su uzorci kombuha napitaka, dobijenih nakon tri dana fermentacije i to za
slede¢e analize:

e antioksidativnu aktivnost (na DPPH radikal, na hidroksi radikal i redukciona
moc¢),
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e antimikrobnu aktivnost prema bakterijama (Escherichia coli, Salmonella Typhi-
murium, Staphylococcus aureus i Enterococcus faecalis),

e sadrzaj organskih kiselina (siréetne, vinske i oksalne),

e sadrzaj vitamina C,

e sadrzaj ukupnih fenola,

e sadrzaj galne kiseline,

e sadrzaj redukujucih Secera i

e sadrzaj ukupnog azota.
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Rezultati 1 diskusija
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4, Rezultati 1 diskusija

4.1. Pocetno ispitivanje moguénosti kori§¢enja efluenta vinarije
nastalog tokom flotacije Sire u proizvodnji kombuha na-
pitka

Preliminarno ispitivanje moguénosti primene nove podloge za proizvodnju kombuha
napitka (slika 4.1.) izvedeno je na vodi od flotacije sire prikupljenoj tokom berbe grozda sorte
Rizling 2016. godine. Sadrzaj ukupnih $ecera odreden je metodom po Mileru i utvrdeno je da
prikupljeni efluent ima 170,22 g/L ukupnih redukujuéih Seéera. Nakon sterilizacije i filtracije,
efluent je razblazen do 70 g/L ukupnih redukujuéih Secera i kultivisan na 25 °C u trajanju od
10 dana uz uzorkovanje u razmacima od po 24 h.

Slika 4.1. Kombuha proizvod kultivisan na vodi od flotacije Sire grozda sorte Rizling nakon
10 dana
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4.1.1. Vrednost pH, ukupna kiselost i prinos biomase

Vrednost pH uzorka posle inokulacije iznosila je 3,35. Nakon izostanka znac¢ajnijih va-
rijacija tokom prva Cetiri dana fermentacije, trend je podrazumevao osetniji pad, uz napomenu
da je pocetna vrednost pH koris¢enog inicijalnog supstrata (IS) ve¢ bila prilicno niska (3,30).
Najniza vrednost pH izmerena je devetog dana fermentacije (2,63) (slika 4.2). Poredenjem s
rezultatima eksperimenata koji podrazumevaju fermentaciju zasladenog crnog ili zelenog ¢aja
nakon jednakog vremenskog perioda (Jayabalan i sar., 2007; Kallel i sar., 2012), u konkretnom
slu¢aju, dobija se niza vrednost pH, uporediva s onima dobijenim fermentacijom soka od grozda
kombuha kulturom (Yavari i sar., 2011).

Ukupna kiselost (UK) inicijalnog supstrata bila je 3,56 g/L uz blazi pad nakon inokula-
cije. Prva Cetiri dana fermentacije nije uo¢ena zna¢ajna promena, dok se od petog dana belezi
linearni porast ukupne Kiselosti (slika 4.2), uz dobru korelaciju sa snizavanjem vrednosti pH.
Najvisa vrednost zabeleZena je deseti dan i iznosila je 17,23 g/L. Ukupna kiselost izmerena na
efluentu znacajno je visa nego na tradicionalnom supstratu (Jayabalan i sar., 2007; Kallel i sar.,
2012), dok su vrednosti ukupne kiselosti znac¢ajno nize nego kod kombuha proizvoda dobijenih
na uporedivom supstratu, soku od grozda (Yavari i sar., 2011).

4,00 20
18
3,50 f---m---E---W---g 16
3,00 14
— 250 123
T 2,00 10 ?"
2150 8 35
1,00 6
* 4
0,50 2
0,00 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
T [dan]
--.-.pH pH -1S —a— UK ¢ UK-IS

Slika 4.2. Vrednost pH i ukupna kiselost (UK) kombuha proizvoda tokom fermentacije na
efluentu vinarije (IS — inicijalni supstrat)

Celuloznu navlaku (slika 4.3) proizvodi bakterija Komagataeibacter xylinus (Gregory i
sar., 2021). Kako je za inokulaciju kori$¢en samo te¢ni deo kombuhe, pratio se nastanak celu-
lozne opne koji je bio primetan od drugog dana fermentacije. Masa nastale opne je linearno
rasla do sedmog dana bioprocesa (slika 4.4), uz blage oscilacije uoc¢ene od sedmog do desetog
dana fermentacije, sto ukazuje da se nakon sedam dana bioprocesa masa biomase ustalila. Naj-
verovatniji uzrok ove oscilacije je blago razli¢ito odvijanje procesa u svakoj od ¢asa u kojoj je
kombuha kultivisana, upravo da bi se celulozna navlaka mogla nesmetano formirati. Kombuha
na efluentu vinarije je, nakon Sest dana fermentacije, produkovala, priblizno, dva puta vise bi-
omase nego kada je kao podloga koris¢ena hajducka trava (Vitas i sar., 2018), dok je masa
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upola manja nego kod kombuhe koja je fermentisala tradicionalnu podlogu (Malbasa, Loncar,
Djuri¢, i sar., 2008).

Slika 4.3. Celulozna navlaka nakon 10 dana kombuha fermentacije na efluentu vinarije
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Slika 4.4 Promena sadrzaja biomase tokom trajanja fermentacije kombuha proizvoda na eflu-
entu vinarije

4.1.2. Organske kiseline

Organske kiseline su prirodno prisutne u mnogim prehrambenim proizvodima biljnog
porekla, a osim toga, proizvode se i tokom fermentacije hrane, kao u slu¢aju kombuhe. Cesto
se dodaju u namirnice kao acidulanti, pojac¢ivac¢i ukusa, konzervansi ili radi inaktiviranja ili
inhibicije rasta mikroorganizama koji izazivaju kvarenje hrane. Oni su glavni uzrok dugog roka

trajanja kombuha napitka, ¢ak i kada se u njega ne dodaju nikakvi konzervansi (Gurtler i Mali,
2014).

Dominantna organska kiselina u kombuha napitku je sir¢etna, koja nastaje oksidacijom
etanola od strane bakterija sir¢etnog vrenja (Jayabalan i sar., 2007). Sadrzaj sir¢etne kiseline je,
za inicijalni supstrat, pa do drugog dana fermentacije, varirao u relativno uskom opsegu, od
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0,25 do 0,37 g/L (tabela 4.1). Izmereni sadrza;j siréetne kiseline treceg i ¢etvrtog dana bio je
0,511 0,60 g/L, redom, dok je od petog do sedmog dana sadrzaj poveéan dva puta. Od osmog
do desetog dana sadrzaj sir¢etne kiseline porastao je dva do tri puta, u odnosu na $esti, konzumni
dan. Drugi autori su kod kombuha napitka proizvedenog na podlozi od crnog ¢aja izmerili nesto
nize vrednosti sadrzaja siréetne kiseline (Jayabalan i sar., 2007; Malbasa i sar., 2011), dok je
Blanc, 1996 zabelezio sli¢ne vrednosti. Kombuha kulturi treba nekoliko dana da se prilagodi
novom supstratu, Sto se jasno vidi i kroz statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka. Pocevsi
od ¢etvrtog dana svaki naredni dan fermentacije je bio, statisti¢ki znac¢ajno, razli¢it od prethod-
nog. SadrzZaj sir¢etne kiseline je devetog dana bio nesto nizi u odnosu na osmi i deseti dan, iako
je vrednost pH bila najniza devetog dana. Ovo neslaganje, najverovatnije, poti¢e od prisustva
drugih organskih kiselina u uzorku, pre svega vinske i oksalne, koje takode doprinose snizava-
nju vrednosti pH. Takode, razlike u sadrzaju siréetne kiseline od sedmog do desetog dana su
minimalne, najverovatnije jer je kultivacioni medijum do tada snazno puferisan.

45



Stefan Vukmanovié

Doktorska disertacija

6TC'0F9E'Y
o72'0¥8T'C
,IT'0F8Y'E
sC0'0FS6'T
p00'0FVY'T
200'0F0T'T
4¢0'0%09'0
qeT0'0FTG'0
qeC0'0FLE'0
¢T0'0F0€'0
2T0'0¥S2'0
210'0F92'0

BUJQQIIS

210'0%08'C
6T'0F8L'C
290'0¥69'C
200'0F¢L'C
2T0'0¥8E'C
28T 0FZY'Y
qeGC'0FTIT'E
T0'0FPY'C
2/0'0F/8'T
20T'0%¢T'C
VT'0766'T
a9€'0F2S Y

eXSUIA

196G'0F2T'C
,T9'0F6€E'C
#p€0'0F2S'T
p00'0FEY'T
p200'0¥86'0
_Q,Qi_mﬂm_o
>qel0'0FSZ'0
qe€2'0720'0
qeT0'0702'0
2qeG0'0FL2'0
qeT0'0F72'0
«aN

euesyO

"(g0‘0>d) ewirozozn npow ay1jzes dulegeuz RNSNHE]S nleABILUZO 1[oqe) N BAO[S

2pC0'0F6G°0
2p2E0'0F6Y'0
opqT00FEY'0
poqT0'0FZE0
2990'0%62°0
qe10'0F7C°0
AN
0qe00'0FL2'0
p2q€0'0FEE'0
opq9T 0FEY'0
2p28T'0F8Y'0
s9T'0¥89'0

eljaelN

[71/3] duiaspy lezipeg

s70'0%0L°0
2qe€0'0F0E'0
2pT0'0FL9'0
op990'0FLG°0
«aN
qeT0'0FVT'0
opoT0'0FYG'0
poqe00'0FVE'0
2po8T'0%¢G'0
opoqC T'0FIV'0
2p2G0'0F6G'0
190°'0FEY'T

euYNqer

p70'0FFE'0
2960'0¥8T°0
p10'0¥82°0
qeT0'0FET'0
edN
qe10'0¥0T°0
=dN
¢200'0¥0T0
29G0'0F9T0
qeC0'0FET'0
qeC0'0FST0
pc0'0F7E0

esuofelN

edN
«dN

edN
edN
200'0¥T0°0
edN
¢€0'0%0T'0
s00'0¥7T'0
2qT0'0FTT'0
2qT0'0FCT'0
oqT0'0FTT'0
edN

U

edN
edN

edN
edN
,00'0¥S0°0
2900'0¥70'0
¢00°0¥20'0
200'0¥T0°0
edN
edN
p00'0FTT'0
s€0'0¥62'0

esunwi

alLreulA nyuan|ya eu al19eIUBWIRY BYNQIOY WIOYO) BUI[SD Yyrysuedio [ezipes T 't ejageL

0T ued

6 ued

8 ued

L ueg

9 ueg

G ueg

¥ uedg

€ ueg

¢ ued

T ueg

0 ueg

Sl

Najvisi sadrzaj vinske kiseline zabelezen je kod inicijalnog supstrata (4,52 g/L), dok je

za sve uzorke kombuha proizvoda, osim petog dana (4,42 g/L), bio znacajno nizi (tabela 4.1).
Sadrzaj u ostalim uzorcima bio je u opsegu od 1,87 g/L drugog dana, do 3,11 g/L Cetvrtog dana.

v r

Ocekivano je da supstrat koji je koris¢en za ovu fermentaciju sadrzi vinsku kiselinu, s obzirom

da su biljke iz porodice Vitaceae najistaknutiji biljni producenti vinske kiseline i ona je
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najzastupljenija kiselina i u grozdu i u vinu sa sadrzajem izmedu 3,51 11 g/L tokom berbe, $to
zavisi od varijeteta grozda i dostupnosti vode (Jackson, 2014e; Moreno i Peinado, 2012f). Do-
datak te¢nog inokuluma je, priblizno, prepolovio sadrzaj vinske kiseline u kultivacionom me-
dijumu. Porast koncentracije se moze uo¢iti od drugog do petog dana, §to ukazuje na sposobnost
kombuha kulture da proizvodi manje koli¢ine vinske kiseline, medutim nakon Sestog dana sadr-
Zaj se smanjio i zatim je ostao stabilan do kraja bioprocesa. Nakon §to je prekinuta sinteza
vinske, inicirano je generisanje siréetne Kiseline. U uzorku kombuhe proizvedene fermentaci-
jom zelenog ¢aja izmerena je znac¢ajno manja koli¢ina vinske kiseline (Hopfe i sar., 2017). Sta-
tistiCka analiza potvrduje da se kombuha kultura ne karakterise kao znacajni producent vinske
kiseline. Ni izmedu koja dva uzorka iz bioprocesa ne postoji statisticki znacajna razlika, dok se
izdvaja inicijalni supstrat i uzorak uzet nakon petog dana kultivacije, za ¢iji rezultat je razumno
pretpostaviti da je posledica merne nesigurnosti.

Oksalna kiselina nije odredena u inicijalnom supstratu, dok je njen sadrzaj u uzorcima
do Cetvrtog dana fermentacije bio u opsegu od 0,20 do 0,27 g/L (tabela 4.1). DuZim trajanjem
bioprocesa, sadrzaj oksalne kiseline je dalje rastao, tako da je najveca vrednost zabelezena na-
kon devet dana (2,39 g/L). Promena koncentracije u prva Cetiri dana nije bila statisticki zna-
¢ajna, dok nakon toga jeste.

Tokom ¢itavog trajanja bioprocesa, sadrzaj mravlje kiseline je bio gotovo nepromenjen,
Sto ukazuje da je kombuha kultura niti proizvodi, niti razgraduje (tabela 4.1). Najvisi sadrzaj
izmeren je u inicijalnom supstratu (0,68 g/L), dok ¢etvrtog dana nije detektovana. U kombuha
proizvodima dobijenih svih ostalih dana sadrzaj mravlje kiseline bio je u rasponu od 0,27 do
0,59 g/L. Sadrzaji koje su, kod kombuha proizvoda dobijenog na sojinoj surutki i hajduckoj
travi, izmerili drugi autori bili su nekoliko puta visi (Tu i sar., 2019; Vitas i sar., 2018). Stati-
sticka analiza pokazuje da postoje znacajna preklapanja u nivoima statisticke znacajnosti medu
uzorcima, Sto potvrduje pretpostavku da kombuha kultura ne utice na sadrzaj mravlje kiseline.

Jabucna kiselina je, uz vinsku, jedna od dominantnih kiselina u grozdu i ona moze Ciniti
polovinu njegove kiselosti. Nastaje na tri nacina: fiksacijom ugljen-dioksida piruvinskom kise-
linom u reakciji koju katalizuje NAD; fiksacijom ugljen-dioksida u reakciji koju katalizuje ri-
buloza-1,5-bisfosfat u seriji reakcija gde nastaju fosfoenolpiruvat i enzim fosfoenolpiruvat kar-
boksilaza, nakon ega nastaje oksalosir¢etna kiselina koju malat dehidrogenaza transformise u
jabuc¢nu kiselinu; transformacijom limunske kiseline, nastale u korenju, u Krebsovom ciklusu
u lis¢u i grozdu (Jackson, 2014e; Moreno i Peinado, 2012f). Na osnovu dobijenih rezultata
(tabela 4.1), moze se zakljuciti da ova kultura kombuhe ne proizvodi jabu¢nu kiselinu, ali je,
moguce, razgraduje. Najvisi sadrzaj izmeren je u inicijalnom supstratu (1,43 g/L), dok je u
vecini uzoraka prikupljenih tokom fermentacije sadrzaj jabuéne kiseline iznosio, priblizno, po-
lovinu one u kori$éenom efluentu. Sestog dana kultivacije jabu¢nu kiselinu nije bilo moguée
odrediti. Statisticki, samo se inicijalni supstrat razlikuje od svih ostalih uzoraka, dok medu
njima nema statisticki znacajne razlike.

Malonska kiselina se biosintetise u zna¢ajnim koli¢inama u grozdu i predstavlja znaca-
jan konstituent ili intermedijer u proizvodnji mnogih materijala. Navodi se i kao prekursor u
sintezi masnih kiselina, a kondenzuje se i s ureom u proizvodnji barbiturne kiseline (Apelblat i
Manzurola, 2016). Svi prikupljeni uzorci su imali nizi sadrzaj malonske kiseline od inicijalnog
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supstrata (tabela 4.1), dok u uzorcima cetvrtog i Sestog dana malonska kiselina uopste nije de-
tektovana. Jedino je uzorak 10. dana imao sadrzaj malonske kiseline jednak inicijalnom sup-
stratu. Osim uzorka 10. dana i inicijalnog supstrata, medu ostalim uzorcima nema statisti¢ki
znacajne razlike.

Mlecna kiselina je krajnji proizvod glikolize i nastaje redukcijom piruvinske kiseline ili
transformacijom jabuc¢ne kiseline. Mle¢na kiselina utice na smanjenje nivoa holesterola, deluje
kao inhibitor $tetnih enzima i ima blagodetno dejstvo na imuni sistem (Jafari i Amini, 2019; Ye
I sar., 2014). Mlecna kiselina nije detektovana u inicijalnom supstratu, kao i u uzorcima prikup-
ljenim petog, sedmog, osmog, devetog i desetog dana (tabela 4.1). Najvisi sadrzaj izmeren je u
uzorku od tre¢eg dana (0,14 g/L), dok je najniZi bio u uzorku od Sestog dana (0,01 g/L). Posto
mlec¢na kiselina nije zabelezena u inicijalnom supstratu, moze se zakljuciti da je kombuha kul-
tura proizvodi na pocetku proizvodnog procesa, u maloj koli¢ini, ali i da je, ubrzo, razgraduje,
ili njen sadrzaj pada ispod granice kvantitativnog odredivanja primenjene metode.

Limunska kiselina je normalni metabolit i intermedijer u Krebsovom ciklusu. Smatra se
netoksi¢nom i ukupna koli¢ina limunske kiseline u serumu ¢oveka je 1 mg/kg telesne mase. U
vinu je prisutna primarno kao proizvod Krebsovog ciklusa metabolizma kvasaca (Jackson,
2014e; Karlson, 1988; Poerwono i sar., 2001). Najvisi sadrzaj limunske kiseline izmeren je u
inicijalnom supstratu, 0,29 g/L (tabela 4.1), dok je tokom kultivacije detektovan veoma nizak
sadrzaj u uzorcima nultog, tre¢eg, etvrtog, petog i Sestog dana, u rasponu od 0,01 do 0,11 g/L.
Nakon toga, limunska kiselina je, najverovatnije, razgradena kao deo oksidativnog metaboli-
zma prisutnih mikroorganizama, jer je, nakon sedmog dana, koncentracija limunske kiseline
bila ispod granice detekcije.

Cilibarna kiselina je sporedni proizvod transformacije $ecera u alkohol kvascem
Saccharomyces cerevisiae (Ye i sar., 2014) i u konkretnom eksperimentalnom setu nije detek-
tovana ni u jednom uzorku.

4.1.3. Vitamin C

Vitamin C (askorbinska kiselina) je esencijalna, kao dodatak ishrani i sastojak kozme-
ti¢kih 1 farmaceutskih proizvoda. lako je otpadna voda sterilisana u autoklavu, na povisenoj
temperaturi, to nije bilo dovoljno da izazove termic¢ku degradaciju vitamina C (Jingyan i sar.,
2013; Juhész i sar., 2012). Najvisa koncentracija askorbinske kiseline izmerena je u inicijalnom
supstratu, pre inokulacije (58,46 mg/L) (slika 4.5). Tokom trajanja bioprocesa, sadrzaj vitamina
C je kontinuirano smanjivan, i od sedmog do desetog dana bio je ispod granice detekcije. Drugi
autori (Malbasa i sar., 2011; Vitas i sar., 2018) su zabelezili sintezu vitamina C tokom biopro-
cesa, dok pri fermentaciji ovde ispitivanog supstrata, to nije bio slucaj. Inicijalni supstrat je
imao visok sadrzaj askorbinske kiseline, dok je u proizvodu pogodnom za konzumaciju, Sestog
dana, zabelezen sadrzaj od 3,60 mg/L. Metabolicki putevi kombuha konzorcijuma su komplek-
sni i nisu u potpunosti poznati zbog velikog broja razlicitih bakterija i kvasaca i njihove medu-
sobne interakcije.
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Slika 4.5. Sadrzaj vitamina C tokom kombuha fermentacije na efluentu vinarije (1S — inicijalni
supstrat, razlicita Slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05))

4.1.4. Ukupni fenoli

Caj, voée i povrée tipiéno imaju visok sadrzaj fenolnih jedinjenja. Mikrobna populacija
koja ¢ini kombuha kulturu sintetiSe enzime koji poseduju sposobnost razgradnje polifenola do
manjih molekula (Sun i sar., 2015). Kombuha napitak sadrzi veéi broj razli¢itih polifenolnih
jedinjenja koji ispoljavaju antiinflamatorno, antioksidativno, antikancerogeno i antimikrobno
dejstvo (Bhattacharya i sar., 2016). Smatra se da polifenoli doprinose antimikrobnim svoj-
stvima kombuha napitka (Tu i sar., 2019). Za sve uzorke kombuha proizvoda, izmereni sadrzaj

ukupnih fenola je bio nizi nego kod inicijalnog supstrata i tokom fermentacije je rastao (slika
4.6).

9
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Slika 4.6. Sadrzaj ukupnih fenola tokom kultivacije kombuha proizvoda na efluentu vinarije
(IS — inicijalni supstrat, razli¢ita slova 0znacavaju statisticki znacajne razlike medu uzorcima
(p<0,05))
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Vrednost na pocetku fermentacije je bila 3,01 mg EGKJ/L, dok je najvisa izmerena vred-
nost medu uzorcima kombuha proizvoda (7,08 mg EGKJ/L) bila nakon devet dana, a inicijalni
supstrat je, pre inokulacije imao ukupni sadrzaj fenola od 8,24 mg EGK/L. Sadrzaj ukupnih
fenola je porastao prvog dana, a neznatno opao drugog, da bi od tre¢eg do petog dana vrednost
linearno rasla. Nakon blagog smanjenja Sestog dana, sadrzaj ukupnih fenola je nastavio da raste
linearno do devetog dana fermentacije, dok je na kraju fermentacije, 10. dana sadrzaj smanjen
na 5,80 mg EGK/L. Ovako odredene vrednosti su od oko 100 do 1000 puta nize u poredenju i
sa tradicionalnim (Kallel i sar., 2012) i s alternativnim suspstratima, zmijskim vo¢em (Zubaidah
I sar., 2018) i sokom od stabljike mlade pSenice (engl. wheatgrass) (Sun i sar., 2015).

4.1.5. Antioksidativna aktivnost

Antioksidativna aktivnost je odredivana in vitro, koriS§¢enjem tri uobi¢ajena testa za me-
renje bioloskog potencijala. DPPH' test se zasniva na reakciji uzorka s DPPH' i njegove reduk-
cije do DPPH-H. Hidroksi radikal je poznat visokoreaktivan radikal karakteristi¢an za bioloSke
sisteme. Test redukcione mo¢i pruza uvid u sposobnost prenosa elektrona kombuha proizvoda.

4.15.1. Antioksidativna aktivnost na DPPH radikal

Antioksidativna aktivnost na DPPH radikal (AAprrH-) je bila veoma visoka i priblizno
konstantna tokom celog trajanja bioprocesa, s vrednos¢u od oko 89% (slika 4.7). Najvise vred-
nosti su izmerene treéeg i Sestog dana (90,30% i 90,17%, redom). Sve vrednosti izmerene kod
fermentisanih uzoraka imale su visu vrednost nego inicijalni supstrat, koji je imao AApppH- 0d
82,53%. Izmerene vrednosti su bile vise u odnosu na literaturne podatke dobijene u slucaju
proizvodnje kombuhe na tradicionalnoj i na alternativnoj podlozi (Malbasa i sar., 2011; Vitas i
sar., 2018). Ipak, neki autori zabelezili su jos viSe vrednosti antioksidativne aktivnosti na
DPPH', konkretno kod kombuha proizvoda na soku od stabljike mlade pSenice (Sun i sar.,
2015).

4.15.2. Antioksidativna aktivnost na hidroksi radikal

Hidroksi radikal ima snaznu oksidacionu sposobnost I izuzetno kratak zivotni vek (Yin
i sar., 2019). Antioksidativna aktivnost na hidroksi radikal (AA-or) je bila tokom celog trajanja
fermentacije znacajno visa u poredenju s inicijalnim supstratom (slika 4.7), sto ukazuje na to
da se antioksidativna aktivnost prema hidroksi radikalu pripisuje primenjenoj kombuha kulturi,
a ne grozdu koris¢enom kao polazna sirovina. AA-on je opadala tokom prva dva dana kultiva-
cije, zatim je porasla na 25,44% i izmedu treceg i sedmog dana je imala vrednosti u rasponu od
25,44 (tre¢i dan) do 30,53% (sedmi dan). Ovaj parametar je sniZzen tokom osmog i devetog dana
fermentacije i, zatim je ponovo porastao desetog dana. Tradicionalni kombuha napitak, na
podlozi od crnog Caja je pokazao sposobnost hvatanja hidroksi radikala oko 40%, dok je na
podlozi od zelenog Caja ova vrednost iznosila oko 55% (Malbasa i sar., 2011).
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Slika 4.7. Antioksidativna aktivnost na DPPH" i ‘OH kombuha proizvoda i efluenta vinarije
(razli¢ita slova oznacavaju statisti¢ki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05), ¢ - AApppH- B

4.15.3.

- AApppH* - IS, A - AA-oH, ® - AA-oH — IS)

Redukciona mo¢

Redukciona mo¢ je uobiCajeni test za merenje antioksidativne aktivnosti (Canabady-
Rochelle i sar., 2015). Svi kombuha proizvodi imali su nizu redukcionu mo¢ u odnosu na ini-
cijalni supstrat (slika 4.8).
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Slika 4.8. Redukciona mo¢ kombuha proizvoda i efluenta vinarije, razlicita slova oznacavaju

statisticki znacajne razlike medu uzorcima (p<0,05)
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Tokom prva ¢etiri dana vrednost je bila stabilna, u rasponu od 0,422 (tre¢i dan) do 0,483
(drugi dan). Od petog do sedmog dana, redukciona moc¢ je linearno rasla, a zatim je, do devetog
dana zadrzala priblizno konstantnu vrednost, da bi desetog dana fermentacije znacajno opala.
Najveca vrednost redukcione moci zabeleZena je nakon devet dana fermentacije (0,929) i ovo
je bila vrednost najbliza zabeleZenoj kod inicijalnog supstrata. Kombuha napici proizvedeni na
crnom i zelenom ¢aju, kao i na otpadu od Caja nije imao vise vrednosti redukcione mo¢i od 0,2,
nakon Sest dana fermentacije (Jayabalan i sar., 2008).

4.1.6. Senzorna analiza

Senzorne osobine kombuha proizvoda ocenjivane su svaki dan (slika 4.9). Svi uzorci su
imali zuto-narandzastu boju i bili su, tokom celog trajanja bioprocesa, opalescentni. Formirana
celulozna navlaka je, po¢evsi od sedmog dana kultivacije, bila kompaktna. Miris kombuha na-
pitaka je okarakterisan kao blago kiselkast do ¢etvrtog dana, kiseo od petog do osmog dana, a
nakon toga, do kraja fermentacije rezak i1 veoma kiseo. Sli¢no kao 1 miris, ukus je do Cetvrtog
dana bio blago kiseo, od petog do osmog dana kiseo, a nakon toga neprijatan, izuzetno kiseo.

Prva Cetiri dana napitak je bio nepitak, nakon toga je dobio prijatan ukus uz aromu koja
je podsecala na vino. Optimalno vreme za konzumaciju je bilo posle $est dana fermentacije, a
nakon toga je napitak bio suviSe kiseo.
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Slika 4.9. Senzorna ocena kombuha proizvoda na efluentu vinarije
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4.2. Moguénost koriS¢enja efluenta vinarije nastalog tokom flo-
tacije Sire u proizvodnji kombuha napitka analizirana na-
kon pocetnog ispitivanja

4.2.1. Vrednost pH

Tokom trajanja svih kultivacija vrednost pH se kretala u veoma uskom opsegu. Najvisa
vrednost zabelezena je kod neinokulisanog supstrata s 3% polaznog sadrzaja Secera (3,85), §to
je bilo ocekivano, jer je u taj uzorak dodata najveca zapremina vode radi razblazivanja. Gene-
ralno posmatrano, vrednost pH je imala opadajuci trend, tokom trajanja bioprocesa, s najnizom
izmerenom vredno$éu devetog dana na 25 °C u uzorku s 5% polaznog sadrzaja Secera (2,83).
Svi ostali uzorci imali su vrednost pH izmedu 2,83 1 3,85. Kori$¢eni supstrat potice od grozda,
Sto objaSnjava snazna puferiSuca svojstva. Puferski kapacitet vina se ra¢una prema jednacini
(4.1) (Moreno i Peinado, 2012c):

dB UK - AP

— =2303 ——— 4.1
dpH 77" UK+ AP @1

gde su:

e B —potrebna kolicina baze da bi se vrednost pH smanjila za 1, [meq],
e UK - ukupna titrabilna kiselost vina, [meg/L] i
e AP —alkalitet pepela, [meg/L].

Kombuha napitak koji se proizvodi na podlozi od crnog ¢aja, obi¢no, ima znacajno visu
vrednost pH na pocetku fermentacije, izmedu 51 5,5, dok je, nakon devetog dana fermentacije,
kombuha napitak proizveden na efluentu vinarije bio uporedive vrednosti pH kao kombuha
napici na crnom i pu-er ¢aju (Jayabalan i sar., 2007; Kallel i sar., 2012; Zhao i sar., 2018). S
obzirom da je pocetna vrednost pH bila niska, nije se mogla koristiti kao parametar zavrSetka
fermentacije, nego je smanjenje vrednosti pH potvrdilo da je doslo do odvijanja bioprocesa.

4.2.2. Ukupna kiselost

Za ukupnu kiselost, moze se uoditi uticaj i temperature i trajanja kultivacije (slika 4.10).
Najvisa vrednost izmerena je nakon devetog dana bioprocesa na 30 °C, kod uzorka sa 7% po-
laznog Secera (35,65 g/L), dok je najniza vrednost bila na pocetku fermentacije s 5% polaznog
Secera, za uzorak spreman za fermentaciju na 25 °C (2,13 g/L). Inicijalni supstrat imao je nizu
ukupnu kiselost (5,39 g/L) nego svi fermentisani uzorci, $to potvrduje da kombuha kultura pro-
izvodi znacajne koli¢ine razli¢itih kiselina (Dufresne i Farnworth, 2000; Jayabalan i sar., 2007),
dok je o¢ekivano da uzorci pre fermentacije imaju nizu ukupnu kiselost od inicijalnog supstrata,
jer su pripremljeni njegovim razblazivanjem. Nakon devet dana fermentacije, na sve tri ispiti-
vane temperature, moze se jasno uociti da s porastom pocetnog sadrzaja Secera raste 1 ukupna
kiselost dobijenog proizvoda. Isti trend se uocava i kod poviSenja temperature fermentacije, uz
izuzetak da je, nakon devet dana fermentacije, uzorak s 5% polaznog Secera, fermentisan na 25
°C imao malo vecu ukupnu kiselost nego na 30 °C. Pocetni sadrzaj Secera je bio znacajniji
faktor pri fermentaciji na vi$oj temperaturi, dok je na 20 °C razlika bila bitno manja. Ukupna
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kiselost je uporediva s onom merenom kod kombuha napitka proizvedenog na pu-er ¢aju, nakon
tri dana fermentacije (Zhao i sar., 2018), dok je vrednost bila zna¢ajno visa nego kod kombuha
napitka proizvedenog na melasi (Malbasa, Loncar, i Djuri¢, 2008), kao i u pocetnim istraziva-
njima opisanim u potpoglavlju 4.1.1.

40
35

7%, 30 °C -45%, 30 °C 3%, 30 °C

30 ——7%,25°C 5%, 25 °C 3%, 25 ©

10
s | ~
0
25
7%, 20°C —45%, 20 °C 3%, 20 °C
20
—15

9y ] 2 3 4 5 6 7 8 9
T [dan]

Slika 4.10. Ukupna kiselost kombuha proizvoda na efluentu vinarije tokom trajanja kultiva-
cijea) na 30 °C, b) na 25 °C, c) na 20 °C, na 3, 51 7% polaznog sadrzaja Secera
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4.2.2.1.  Modelovanje ukupne kiselosti kombuha napitaka na efluentu vinarije na-
kon tri dana fermentacije

U cilju odabira optimalnih uslova proizvodnje modelovan je i grafi¢ki prikazan uticaj
temperature fermentacije i pocetnog sadrzaja Sec¢era na ukupnu kiselost kombuha napitaka, na-
kon tri dana kultivacije. Rezultate ANOVA jednofaktorijalne analize varijansi prikazuje tabela
4.2, dok koeficijente regresione jednacine i njihov pojedina¢ni znacaj prikazuje tabela 4.3. Mo-
del je znacajan pri intervalu poverenja od 95% uz F-vrednost od 99,506. Visoka vrednost koe-
ficijenta determinacije ukazuje na odli¢nu pouzdanost modela. Rezultati su fitovani polinomom
drugog reda, dok je model prikazan odzivnom povrsinom (slika 4.11). Svi pojedinac¢ni faktori,
osim interakcije sadrzaja Secera i temperature fermentacije, bili su statisticki znacajni. Rezultati
su ocekivani, jer sadrzaj Secera direktno utice na dostupnu koli¢inu ugljenika za biosintezu ki-
selina, dok temperatura bioprocesa uti¢e na dinamiku odvijanja metabolickih funkcija Celije.
Takode, moze se uociti da je uticaj temperature znacajno vecéi nego uticaj sadrzaja Secera, vero-
vatno jer se u podlozi, i pri najnizem ispitivanom sadrzaju $ecera, nalazi dovoljno ugljenika za
pravilan ¢elijski metabolizam.

Tabela 4.2. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanog odziva ukupne kiselosti
kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model F- vred- p-
Odziv nost vred- R?2
DF SS MS DF SS MS nost
U_kupna 21 3,442 0,164 5 8155 16,31 99,506 0,000 0,959
kiselost

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 4.3. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanog odziva u-
kupne kiselosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Clanovi odse- linearni kvadratni interak-
cak cija
bo b1 b2 b1 b22 b1
Ukupna vrednost 27,261* -1,673* 0,041* -0,166* 0,002* -0,001
kiselost

p-vrednost 0,000 0,000 0,000 0,004* 0,000 0,493

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Slika 4.11. Odzivna povrs$ina koja opisuje uticaj temperature fermentacije i pocetnog sadrzaja
Secera na ukupnu kiselost kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana kultivacije

4.2.3. Proizvodnja biomase

Celulozna opna (slika 4.12) ima Sirok dijapazon potencijalne primene, kao adsorbent, u
izluzivanju metala, kao dodatak ishrani kod brojlerskih pili¢a, kao biodegradabilno pakovanje
za Cuvanje povrca i kao kompozitni film s hitozanom, za pakovanje mlevenog mesa. Primenu
pronalazi i u modnoj industriji gde se ciljanim uzgajanjem u plitkim tavama dobijaju filmovi
velike povrSine pogodni za proizvodnju razli¢itih odevnih predmeta (Slika 4.13.a). Moze se
bojiti, $iti 1 krojiti poput koze (https://research.qut.edu.au/textiler/research/growing-vegan-
leather/).Osim toga moze se koristiti u medicini kao pomo¢no sredstvo, impregnirano medika-
mentima, za tretiranje rana (slika 4.13.b). (Laavanya i sar., 2021).
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Slika 4.12. Celulozna opna na povrsini kombuha proizvoda na efluentu vinarije u fermentaci-
onoj posudi, nakon devet dana kultivacije
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Slika 4.13. Primena bakterijske celuloze za a) pravljenje odece i b) leenje opekotina (slika
desno prikazuje brzinu zarastanja netretirane (prvi red), tretirane ¢istim hidrogelom (srednji
red) i tretirane hidrogelom i ¢elijama (donji red) opekotine kroz dane) (Gregory i sar., 2021)
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Vizuelno se moze uociti da se, s porastom pocetnog sadrzaja Secera, povecava i debljina
sintetisane opne (slika 4.14). Praéenje proizvodnje biomase je pokazalo da je temperatura fer-
mentacije faktor koji vi$e uti¢e na masu sintetisane navlake, u odnosu na pocetni sadrzaj Secera
u podlozi (slika 4.15). Sve tri eksperimentalne postavke koje su dale s najvise mase celulozne
navlake kultivisane su na 30 °C, nakon devet dana (43 g sa 7%, 39 g s 3% 1 25 g s 5% pocetnog
sadrzaja Secera u podlozi). Porast dinamike sinteze biomase zabelezen je izmedu treceg i Sestog
dana fermentacije, dok se nakon Sestog dana uocava pocetak stacionarne faze. Najmanje bio-
mase produkovano je na 25 °C (3 g nakon devet dana s 3% pocetnog sadrzaja Secera). Primecuje
se blagi porast dinamike sinteze biomase, ali nema jasno izrazenih faza mikrobioloskog pro-
cesa. Na 20 °C postojala je eksponencijalna faza izmedu treceg i Sestog dana, a nakon toga je
zapocela stacionarna faza. Ako bi proizvodnja biomase bila glavni cilj bioprocesa, on ne bi
trebalo da traje duze od Sest dana. Mase sintetisane celulozne navlake bile su uporedive sa za-
belezenim vrednostima na podlozi od crnog ¢aja (Amarasekara i sar., 2020), dok su u pocetnom
eksperimentu izmereni znatno manji prinosi biomase (potpoglavlje 4.1.1).

— | - -

Slika 4.14. Celulozne opne nakon devet dana kombuha fermentacije na 30 °C na efluentu vi-
narije podeSenom na 7%, 5% i1 3% polaznog sadrzaja Secera u podlozi
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Slika 4.15. Prinos biomase tokom kultivacije kombuha proizvoda na efluentu vinarije na 3, 5 i
7% polaznog sadrZzaja Secera

4.3. Mikrobioloske analize — broj mikroorganizama i anti-
mikrobna aktivnost

4.3.1. Ukupan broj bakterija sir¢etnog vrenja i kvasaca

Broj bakterija sir¢etnog vrenja (slika 4.16) kombuha napitka proizvedenog primenom
medijuma na bazi efluenta iz proizvodnje vina vec¢i je za tri logaritamske jedinice u odnosu na
napitak dobijen na tradicionalnoj podlozi, od crnog i zelenog ¢aja (Jayabalan i sar., 2007). Kom-
buha napitak proizveden na pu-er ¢aju sadrzao je manju koncentraciju bakterijskih ¢elija u od-
nosu na napitak dobijen primenom efluenta vinarije, za priblizno tri logaritamske jedinice (Zhao
i sar., 2018). Najveci broj siréetnih bakterija odreden je treceg dana, za sve eksperimentalne
postavke (osim za kombuhu na crnom ¢aju), pri ¢emu je najveca vrednost bilana 25 °C u uzorku
s 5% Secera (7,5 logCFU/mL). Smanjenje broja siréetnih bakterija se moze objasniti promenom
uslova sredine, odnosno kiselinskim sokom, kao posledicom porasta sadrzaja produkovanih ki-
selina, sto je u direktnoj vezi s fizioloskim karakteristikama i brojem siréetnih bakterija, kako
je njihov optimum rasta izmedu pH 5,5 i1 6,0, dok je fermentacija zna¢ajno inhibirana na vred-
nostima pH nizim od 4,5 (Cvetkovi¢ i sar., 2019). Broj bakterija u kontrolnom uzorku (kom-
buha na crnom ¢aju) bio je za priblizno 1 logCFU/mL veci nego u kombuha napicima na ispi-
tivanom alternativnom supstratu, nakon tri i Sest dana fermentacije, dok je nakon devet dana
ova razlika bila znacajno veca.
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U svim eksperimentalnim postavkama, najveéi broj kvasaca (slika 4.17) odreden je tre-
¢eg dana kultivacije, nakon ¢ega je uocen trend opadanja, osim na 20 °C, gde je smanjenje broja
kvasaca zapocelo nakon Sestog dana fermentacije. Ovakav ishod je ocekivan, jer je brzina odvi-
janja celokupnog bioprocesa manja na nizim temperaturama, tako da mikroorganizmi kasnije
ulaze u stacionarnu fazu. Najvec¢i izmeren broj bio je 7,95 logCFU/mL, tre¢eg dana fermenta-
cije na 25 °C i 70 g/L ukupnih $ecera, dok je najniza vrednost bila 4,67 logCFU/mL, §to je
odredeno nakon devet dana fermentacije na 25 °C sa 30 g/L pocetnog sadrzaja Secera. Tempe-
ratura se izdvaja kao znacajniji faktor, posSto na jednoj temperaturi, sve tri koncetracije Secera
prate isti trend rasta, izuzev uzorka sa 70 g/L na 30 °C, koji u ispitivanom trajanju procesa ne
ulazi u fazu odumiranja. Uocene krive rasta su tipi¢ne za kombuha fermentaciju, u kojoj, nakon
dostizanja maksimuma, broj kvasaca opada usled iscrpljivanja podloge klju¢nim nutrijentima
(Cvetkovi¢ i sar., 2019; Teoh i sar., 2004). Broj kvasaca nakon tri dana fermentacije je visi u
poredenju s kombuha napitkom na africkoj gorusici (Brassica tournefortii), ali je sli¢an s kom-
buha napicima na crnom i zelenom ¢aju. Istovremeno je oko jednu logaritamsku jedinicu nizi,
za eksperimente izvedene na 25 °C, dok je kombuha napitak na pu-er ¢aju sadrzao manji broj
¢elija kvasaca, od 1,5 do 3,5 logaritamskih jedinica (Jayabalan i sar., 2007; Rahmani i sar.,
2019; Zhao i sar., 2018).
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Slika 4.16. Ukupan broj bakterija sir¢etnog vrenja te¢ne faze kombuha proizvoda na efluentu
vinarije na a) 30 °C, b) 25 °C i ¢) 20°C, na 3, 5 i 7% polaznog sadrZaja Secera (K — kombuha

proizvod na crnom c¢aju)
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Slika 4.17. Ukupan broj kvasaca te¢ne faze kombuha proizvoda na efluentu vinarije na a)
30°C, b)25°Cic)20°C, na3,5i 7% polaznog sadrzaja Secera (K — kombuha proizvod na
crnom caju)
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4.3.2. Antimikrobna aktivnost kombuha napitaka na efluentu vinarije na-
kon tri dana fermentacije i kontrolnih uzoraka

Antimikrobna aktivnost kombuha napitaka testirana je samo za uzorke prikupljene tre-
¢eg dana fermentacije kao i za kontrolne uzorke (razblaZzene neinokulisane podloge; dekokt
crnog ¢aja (CC); kombuha na crnom ¢aju (K), kombuha na crnom &aju zagrevana da se dena-
turiSu proteini (KZ), kombuha na crnom ¢aju neutralisana do pH 7 (KN); rastvori siréetne kise-
line ukupne kiselosti 7,5 (UK=7,5 g/L), 8,5 (UK=8,5 g/L), 10,5 (UK=10,5 ¢g/L) i 12 (UK=12
g/L) g/L (tabela 4.4)).

Antimikrobna aktivnost ispitivanih kombuha napitaka potvrdena je, kako prema pred-
stavnicima Gram pozitivnih (Staphyilococcus aureus i Enterococcus faecalis), tako i prema
predstavnicima Gram negativnih (Salmonella Typhimurium i Escherichia coli) bakterija. Pore-
denjem dobijenih rezultata, uo€ljiva je nesto izrazenija antimikrobna aktivnost prema Gram
pozitivnim bakterijama (srednje vrednosti pre¢nika zona inhibicije uzoraka kombuha napitaka
na efluentu vinarije su 20,6, 18,4, 17,31 17,6 mm za S. aureus, E, faecalis, Salmonella Typhi-
murium i E. coli, redom). Uzorci kultivisani na 30 °C pokazali su vecu inhibitornu aktivnost
nego Cisti rastvori sir¢etne kiseline, ekvivalentne ukupne kiselosti, iz ¢ega se moze zakljuciti
da antimikrobnoj aktivnosti kombuha napitaka doprinosi i prisustvo drugih jedinjenja, osim
organskih kiselina. Medutim, sli¢ni rezultati testiranih uzoraka kombuha napitaka i rastvora
sir¢etne kiseline upucuju na zakljucak da dominanti nosilac antimikrobne aktivnosti kod kom-
buhe jesu organske kiseline, iz kojih se izdvaja siréetna, kao kljucna, $to je u saglasnosti s pret-
hodno objavljenim rezultatima (Cetojevi¢-Simin i sar., 2008; Veli¢anski i sar., 2014).

Testirani uzorci kombuha napitaka, kao i kontrolni uzorci, s izuzetkom rastvora siréetne
kiseline koncentracije 12 g/L, pokazali su potpuno odsustvo inhibitorne aktivnosti prema jedi-
nom testiranom eukariotskom mikroorganizmu, C. albicans, s§to se objasnjava ¢injenicom da se
radi o acidotolerantnom kvascu. Od ispitivanih kontrolnih uzoraka, neinokulisani kultivacioni
medijum, neutralisana kombuha 1 dekokt crnog ¢aja nisu pokazali nikakvu aktivnost prema
ispitivanim mikroorganizmima, §to potvrduje da antimikrobna svojstva napitka poti¢u od kom-
buha kulture koris¢ene za fermentaciju. Nasuprot njima, kombuha u kojoj su proteini denaturi-
sani toplotom je pokazala odredenu antimikrobnu aktivnost, $to upucuje na zakljucak da su
komponente koje su nosioci antimikrobne aktivnosti termostabilna jedinjenja. Kombuha pri-
premljena na crnom caju pokazala je slicnu inhibitornu aktivnost prema ispitivanim mikroor-
ganizmima kao i kombuha napici na efluentu iz vinarije. Odsustvo antimikrobne aktivnosti kod
gotovo svih kontrolnih uzoraka potvrduje da su dokazana antimikrobna svojstva napitaka re-
zultat metabolicke aktivnosti kombuha kulture, a ne sirovine kori§¢ene za proizvodnju.
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Tabela 4.4. Antimikrobna aktivnost kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fer-
mentacije i kontrolnih uzoraka prema razli¢itim mikroorganizmima

t Sadrzaj S. aureus E. faecalis  Salmonella E. coli Candida
[°C] Secera Typhimu- albicans
[o/L] rium
< 30 0,00£0,00°  0,00+0,00°  0,00+0,000  0,00+0,00? 0,00+0,00?
2 50 0,00+0,008  0,00+0,00°  0,00+0,00®8  0,00+0,00? 0,00+0,00?
<] 70 0,00+0,008  0,00+0,00°  0,00£0,00®8  0,00+0,00? 0,00+0,00?
+ b,C
20 30 20’33;0’47 16,67+0,47°  15,33+0,47° 16,67+0,94°° 0,000,002
20 50 20,00+0,00°¢  17,00+0,00° 15,67+0,94° 16,67+0,47°¢  0,00+0,00?
20 70 20,00+0,00°¢ 19,67+0,47%% 17,33+0,47>¢ 17,00+0,00°¢  0,00+0,00?
25 30 19,67+0,47° 17,33+0,47° 1533+0,47° 16,33+0,47°  0,00+0,00?
25 50 20,00+0,00°¢ 17,00+0,00° 15,67+0,47° 16,67+0,47°¢  0,00+0,00?
+ b,c + c,d
25 70 20’6730’47 20’33;1'25 18,33+0,47°" 18,33+0,47%  0,00+0,00°
30 30 22.33+0,47° 19,67+0,47¢% 19,67+0,47°¢ 19,00+0,00%¢  0,00+0,00%
+ b,C
30 50 21’00;8’82 19,33+0,47° 19,67+0,47%¢ 19,00+0,00%  0,00+0,00?
+ d,e
30 70 21,67+0,47%° 21,33+0,47%¢ 20,33+0,47%¢ 20’00}0’00 0,000,007
20,33+
KZ a’;ﬁ,do’ 15,67+0,47°  15,33+1,25"  16,00£0,00°  0,00+0,00°
+
KN 0’0%;0’0 0,00+0,008  0,00+0,00°  0,00£0,008  0,00+0,002
v +
cC o,ogao,o 0,00+0,008  0,00+0,00°  0,00+0,008  0,00+0,002
+ +0 58¢d +
K le’gfdfeo’ 21,33+0,58%¢ 19’3310'58 19’67;?’580" 0,00+0,00?
+ +0.47¢4 +
UK=7,5g/L 23’?3;0’ 20’3310'47 19,00+0,82¢4 19’33;0’470" 0,00+0,00?
+
UK=85g/L 230?)2;8 19,67+0,47°% 19,67+0,47%¢ 19,33+0,94%¢  0,00+0,00?
+
UK=10,5 g/L 20(’)%250’ 19,67+0,47%¢ 20,33+0,47%¢ 20,33+0,47%7  0,00+0,00?
+
UK=12,0 g/L 22’:’;‘0’ 21,67+0,47%¢  21,33+0,47°  21,33+0,94"  12,33+0,47"

Broj u tabeli predstavlja pre¢nik zone inhibicije [mm] + standardna devijacija. RazliCita slova
oznacavaju statisticki znacajne razlike medu uzorcima u jednoj koloni (KZ — kombuha na-
pitak na crnom ¢aju zagrevan do kljuc¢anja, KN — kombuha napitak na crnom ¢aju neutralisan
do pH 7, CC — dekokt crnog &aja, K — kombuha napitak na crnom &aju (1,5 g/L &ajai 70 g/L
saharoze), UK=7,5, 8,5, 10,5 1 12,5 g/L sadrzaj sir¢etne kiseline u rastvoru)
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4.3.3. Modelovanje antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka na efluentu
vinarije nakon tri dana fermentacije

Svi modeli su bili znacajni s F-vrednoséu 7,792; 28,896; 18,423 i 18,500 za anti-
mikrobnu aktivnost prema S. aureus, Salmonella Typhimurium, E. faecalis i E. coli, redom
(tabela 4.5). Model za aktivnost prema S. aureus je imao koeficijent determinacije 0,65, $to
ukazuje da model nije veoma pouzdan, posto 35% odstupanja ne moze njime biti objasnjeno.
Model za antimikrobnu aktivnost prema Salmonella Typhimurium je imao visok koeficijent
determinacije, 0,928. Znacajni parametri, na nivou od 0,05 bili su linearni efekat temperature
fermentacije i kvadratni efekat temperature i sadrzaja Se¢era. Model antimikrobne aktivnosti
prema E. faecalis je imao koeficijent determinacije 0,891, pri ¢emu su znacajni efekti, na nivou
od 0,05 bili linearni efekat pocetnog sadrzaja Secera i kvadratni efekti, kako pocetnog sadrzaja
Secera, tako i temperature. Za antimikrobnu aktivnost prema E. coli, model je imao koeficijent
determinacije od 0,892, $to pokazuje dobru pouzdanost predlozenog modela. S intervalom po-
verenja od 95%, statisti¢ki znacajni su bili linearni i kvadratni efekat temperature.

Tabela 4.5. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanih odziva antimikrobne ak-
tivnosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije prema S. aureus,
Salmonella Typhimurium, E. faecalis i E. coli

Rezidual Model E-vred- p-
Odzivi nost vred- R?2
DF SS MS DF SS MS nost

S. aureus 21 8509 0405 5 15,787 3,157 7,792  0,0003 0,650

Salmonella

: . 18 8,000 0444 8 102,74 12,843 28,896 0,0000 0,928
Typhimurium

E. faecalis 18 8,667 8870 8 70963 8,870 18,423 0,0000 0,891

E. coli 18 5333 0,296 8 43,852 5,481 18,500 0,0000 0,892

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Uocava se da je linearni koeficijent uticaja temperature statisti¢ki znacajan za sve ispi-
tivane bakterije (tabela 4.6), osim za E. faecalis, a kvadratni za sve Cetiri bakterije. Nasuprot
tome, linearni ¢lan uticaja Secera znacajan je samo kod antimikrobne aktivnosti prema E. fae-
calis, a kvadratni prema E. faecalis i Salmonella Typhimurium, ukazujuci da je pocetni sadrzaj
Secera jedino kod E. faecalis znacajniji od temperature fermentacije. Medusobna interakcija
ispitivanih parametara ne pokazuje statisticku znacajnost ni kod jednog modela. Za aktivnost
prema S. aureus, temperatura je znacajniji parametar nego sadrzaj Secera pri ¢emu porast tem-
perature jasno uti¢e na porast antimikrobne aktivnosti. Posmatraju¢i uticaj po€etnog sadrzaja
Secera, ekstremne vrednosti bile su bolje od srednje, mada su razlike zanemarljive. Posmatrajuci
uticaj ispitivanih parametara na antimikrobnu aktivnost kombuha napitaka prema bakterijama
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Salmonella Typhimurium, E. faecalis i E. coli moze se zakljuciti da i viSa temperatura fermen-
tacije 1 viSi pocetni sadrzaj Secera povecavaju aktivnost prema sve Cetiri bakterije. Uzorak koji
sadrzi 70 g/L Secera fermentisan na 30 °C pokazuje najvecu antimikrobnu aktivnost i prema
Gram pozitivnim i prema Gram negativnim bakterijama. Na nizim temperaturama, uticaj sadr-
Zaja Secera je manje izrazen. Antimikrobna aktivnost prema testiranim Gram negativnim bak-
terijama je medusobno imala veoma sli¢ne odzive na ispitivane nezavisne promenljive. Modeli
antimikrobne aktivnosti su graficki predstavljeni odzivnim povr§inama, a antimikrobne aktiv-
nosti prema odgovaraju¢im bakterijama su oznacene kao: AAs. aures, AAsalmonella Typhimurium, AAE.

faecalis i AAE coli (Sllka 418)

Tabela 4.6. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanih odziva anti-
mikrobne aktivnosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije prema
S. aureus, Salmonella Typhimurium, E. faecalis i E. coli

Clanovi odse- linearni kvadratni interak-
¢ak cija
bo b1 b2 b11 b22 b1z
S. aureus vrednost 37,106 -1,358 -0,090 0,031 0,001  -0,001
p-vrednost  0,000* 0,018« 0,271  0,007* 0,102 0,655
Salmonella vrednost 43,394 -2567 -0,050 0,062 0,002  -0,003
Typhimurium
p-vrednost 0,000 0,000 0,596 0,000 0,026* 0,133
E. faecalis vrednost 30,838 -1,044 -0,200 0,029 0,003  -0,003
p-vrednost 0,000 0,078 0,029 0,017 0,000* 0,104
E. coli vrednost 37,509 -1,717  -0,125 0,038 0,001 0,002
p-vrednost  0,000* 0,002* 0,108 0,001* 0,080 0,341

*Efekti su statisti¢ki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — poc€etni sadrZaj Secera
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Slika 4.18. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj temperature fermentacije i pocetnog sadrzaja
Secera na antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fer-
mentacije prema: a) S. aureus, b) Salmonella Typhimurium, c) E. faecalis i d) E. coli

4.4. Sadrzaj ukupnih redukujucih Se¢era u kombuha proizvo-
dima na efluentu vinarije

Dostupnost ugljenika je esencijalna za rast bilo koje mikrobioloske kulture. U slu¢aju
koriS¢enja efluenta vinarije, osnovni izvori ugljenika su prosti Seceri, glukoza i fruktoza. lako
se u vrlo ranom stadijumu razvoja bobice u njoj nalazi nesto saharoze, u kasnijim stadijumima
razvoja ona je gotovo u potpunosti hidrolizovana na glukozu i fruktozu, mada taj odnos nikada
nije 1:1. Pocetno veci sadrzaj glukoze opada tokom berbe, dok je sadrzaj fruktoze konstantan,
tako da, na kraju u grozdu ima zanemarljivo vise fruktoze nego glukoze (Kliewer, 1967). Ispi-
tivanjima je utvrdeno da izbor izvora SeCera ima uticaj na aktiviranje razli¢itih metabolickih
puteva u mikroorganizmima koji ¢ine kombuha kulturu. Tako fruktoza i saharoza podsticu sin-
tezu etanola, dok je glukoza smanjuje, a saharoza podstice biosintezu mlec¢ne Kiseline (Reiss,
1994). Medutim, iako se odabirom Secera za polusinteticku podlogu moze, u manjoj meri, uti-
cati na ponasanje kombuha kulture i sintezu zeljenih jedinjenja, usteda koju donosi koris¢enje
efluenta vinarije je znacajno vec¢a od dobijanja kombuha napitka u kome je podstaknuta biosin-
teza odredene komponente, posto se uklanja potreba za dodavanjem Secera na pocetku procesa.
U inicijalnom supstratu izmeren je sadrzaj redukujucih Secera od 163,55 g/LL 1 prokuvanom
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ohladenom ¢esmenskom vodom razblazen do odgovarajuceg sadrzaja (70, 50 i 30 g/L), te je
tako dobijena podloga koris¢ena za proizvodnju. Rezultate sadrzaja Se¢era u kombuha proizvo-
dima i neinokulisanim podlogama prikazuje tabela 4.7.

Neinokulisana podloga je samo kod fermentacija sa 70 g/L pocetnog Secera, imala nesto
visi sadrzaj od ocekivanog (75,73 g/L), potencijalno usled nedovoljno dobre homogenizacije
nakon razblazivanja inicijalnog supstrata vodom. Druga homogenizacija sledila je nakon ino-
kulacije, na Sta ukazuje pad od oko 10% nakon inokulacije, u odnosu na ocekivanih 70 g/L
pocetnog sadrzaja, Sto je u skladu s ocekivanjima. Posmatrano tokom celog toka fermentacije,
sadrzaj Secera je kontinuirano opadao, ali razli¢ito, u zavisnosti od pocetnog sadrzaja. Pad je
bio najizrazeniji nakon tri dana fermentacije, na 30 °C, kada je pocetni sadrzaj Secera bio naj-
manji, s 29 g/L nultog dana, na svega 4 g/L, dok je kod srednjeg pocetnog sadrzaja Secera, on
smanjen za preko 40% u prva tri dana fermentacije. Nasuprot tome, kada je sadrzaj Secera bio
najvisi, pad je bio svega sa 63 na 61 g/L. Ovo upucuje na mogucnost inhibicije supstratom,
kada je pocetni sadrzaj 70 g/L i ukazuje da je za proizvodnju kombuha napitka bolje koristiti
nesto nizi pocetni sadrzaj Seéera, jer to povecava dinamiku bioproces, smanjuje pocetne tro-
Skove i daje napitak manjeg sadrzaja Secera na kraju, uprkos tome $to su pojedini autori uspesno
proizvodili kombuha napitak s ¢ak 100 g/L pocetnog Secera (Blanc, 1996). Pri temperaturi fer-
mentacije od 25 °C, posmatrano prema brzini smanjivanja sadrzaja ukupnih Secera, dinamika
odvijanja bioprocesa bila je najvec¢a. Nakon svega tri dana fermentacije, s pocetnih 63 g/L,
sadrzaj SeCera je smanjen gotovo na jednu trecinu, kao i kada je pocetna koncentracija bila 29
g/L, dok je za 47 g/L pocetnog Secera sadrzaj vise nego prepolovljen. Na 20 °C, ponaSanje
mikrobioloske kulture bilo je sli¢no, sadrzaj Secera se s 30 g/L, nakon tri dana fermentacije,
gotovo prepolovio, dok je s 50 g/L smanjen za 40%, a pocetni sadrzaj od 70 g/L Secera smanjen
je svega za Cetvrtinu. Posmatrano do kraja fermentacije, nakon devet dana, na dve vise tempe-
rature, s 50 i 30 g/L Secéera, rezidualni sadrZaj $ecera je padao ispod 10 g/L. Cak i nakon tri dana
fermentacije, kada se posmatra po Casi napitka, uocava se raspon od svega 0,84 do 12,22 g/200
mL, $to je sve znac¢ajno manje od komercijalno dostupnih bezalkoholnih napitaka, gde ovaj
sadrzaj Cesto prelazi 20 g/200 mL. Eksperimenti drugih autora s kombuha napicima proizvede-
nim na razli¢itim biljnim ¢ajevima pokazali Su znac¢ajno manju promenu sadrzaja ukupnih Se-
¢era. Od pocetnih 100 g/L, sadrzaj ukupnih Secera se samo za kombuha napitak na jednoj vrsti
Caja (jerba mate), nakon 30 dana, prepolovio, dok je kod svih drugih izmeren visi sadrzaj Secera,
¢ak i do 75% pocetne koncentracije (Ramirez Tapias i sar., 2022). Kod kombuha napitka pro-
izvedenog na morskoj travi (Porphyra dentata) sadrzaj ukupnih $eéera odredivan je dnevno,
pri fermentaciji na 25 1 30 °C, pri ¢emu je na 25 °C uocen blagi rast u odnosu na pocetni sadrzaj,
sve do 16. dana, nakon Cega se sadrzaj redukujucih Secera smanjivao, ali je 1 posle 22 dana bio
visi nego na pocetku fermentacije. S druge strane, na 30 °C, uz manje oscilacije, pad je bio
konstantan i nakon 20. dana sadrzaj se smanjio na, priblizno, petinu pocetnog (Aung i Eun,
2022).
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Tabela 4.7. Sadrzaj redukujucih Secera u uzorcima kombuha proizvoda na efluentu vinarije i

nefermentisanoj podlozi

Sadrzaj redukujucih Secera [g/L]

Pocetni sadrzaj redukujucih Secera

[o/L]

t[°C] 7 [dan] 70 50 30
podloga 75,73+0,31 50,23+0,56 29,89+0,41
dan 0 63,08+0,62 46,93+0,56 29,17+0,06
3 61,09+0,37 28,43+0,50 4,19+0,08
30 6 33,47+0,12 11,73+0,04 2,07+0,05
9 12,39+0,05 9,37+0,02  1,68+0,01
3 22,29+0,34 21,17+0,41 10,82+0,34
25 6 14,28+0,06 8,10£0,01  3,82+0,02
9 10,35+0,10 4,05+0,07  3,24+0,03
3 54,07+0,65 30,11+0,62 16,80%0,16
20 6 4512+0,12 28,71+0,34 13,14+0,23
9 36,31+0,78 1529+0,55 5,99+0,14

4.4.1. Modelovanje ukupnog rezidualnog sadrzaja redukujucih Seéera u
kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezultati izmereni za sadrzaj redukujucih Secera tre¢eg dana fermentacije modelovani
su metodom odzivne povrsine (slika 4.19), dok rezultate ANOV A jednofaktorijalne analize va-
rijanse prikazuje tabela 4.8. Koeficijenti regresione jedna¢ine i njihov pojedinaéni znacaj Su
takode prikazani (tabela 4.9). Model je bio znacajan, uz interval poverenja od 95%, s F-vred-
noscu 5890,123. Vrednost koeficijenta determinacije je bila 0,999, sto ukazuje na odli¢nu po-
uzdanost modela. Statisticki znacajni uticaj na model imali su linearni ¢lanovi pocetnog sadr-
Zaja Secera i temperature fermentacije, kao 1 njthova medusobna interakcija. Oba su oc¢ekivana,
posto je rezidualni sadrzaj Sec¢era morao biti korelisan s po¢etnim, a temperatura odvijanja bi-
oprocesa znacajno uti¢e na dinamiku odvijanja svih metabolickih funkcija. Visi poCetni sadrzaj
Secera ocekivano daje visi rezidualni sadrzaj, dok kod temperature zavisnost nije tako jasna.
Posmatrano za iste po¢etne sadrzaje Secera, najmanji rezidualni sadrzaj Secera imali su uzorci
fermentisani na 25 °C (tabela 4.7), 11 g/L za uzorak koji je sadrzao 30 g/L pocetnog Secera, a
gotovo jednake sadrzaje za uzorke koji su na po€etku fermentacije sadrzali 70 1 50 g/L Secera
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—22,0dnosno 21 g/L ukupnih Secera, dok su najvisi imali oni kod kojih je temperatura odvijanja
bioprocesa bila najvisa (najveéa vrednost 61 g/L, kod uzorka koji je sadrzao 70 g/L na pocetku),
Sto ukazuje da je 30 °C iznad optimalne temperature za rast i razvoj kombuha konzorcijuma, u
kombinaciji s visokim pocetnim sadrzajem Secera. Za najmanji pocetni sadrzaj, brzina usvaja-
nja Secera bila je najveca na najviSoj temperaturi, tako da je kombuha napitak sadrzao svega
4 g/L rezidualnog Secera. Kako je sadrzaj Secera u napitku izuzetno znacajan za konzumenta,
moze se zakljuciti da je temperatura od 25 °C najpogodnija, posto se moze ocekivati da vecina
populacije Zeli da §to viSe smanji, kako neselektivni unos kalorija, tako i unos kalorija iz prostih
Secera koji imaju visok glikemijski indeks.

Tabela 4.8. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanog odziva rezidualnog
sadrzaja Secera u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model E- vred- p-
Odziv nost vred- R?
DF SS MS DF SS MS nost
Rezidualni
sadrzaj 18 3,230 0,181 8 8534,342 1066,793 5890,123 0,000 0,999
Secera

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 4.9. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanog odziva rezi-
dualnog sadrzaja Sec¢era u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Clanovi odse- linearni kvadratni interak-
cak cija
bo b1 b2 b1 b22 b2

Rezidualni ~ vrednost ~ 409,510 -31,405 0,574 -0,757 0,004 0,049
sadrzaj
Seera p-vrednost 0,000* 0,000 0,000* 0,466838 0,626327 0,049*

*Efekti su statisti¢ki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — poc€etni sadrZaj Secera
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Slika 4.19. Odzivna povrs$ina koja opisuje uticaj temperature fermentacije i pocetnog sadrzaja
Secera na rezidualni sadrzaj ukupnih redukujucih Secera u kombuha napicima na efluentu vi-
narije nakon tri dana kultivacije

4.5. Sadrzaj organskih kiselina u kombuha proizvodima na
efluentu vinarije

Organske kiseline spadaju u glavne proizvode metabolizma kombuhe (Villarreal-Soto i
sar., 2018). Najzastupljenije organske kiseline u tradicionalnom kombuha napitku su siréetna i
glukonska, kao znacéajni nosioci ukusa fermentisanog napitka (Leal i sar., 2018; Sknepnek i
sar., 2021). Glavni proizvodaci organskih kiselina su sir¢etne bakterije, iako se ne bi smeo za-
nemariti uticaj kvasaca i mle¢no-kiselih bakterija. U ranim fazama fermentacije, kvasci kon-
vertuju Secere u etanol i ugljenik(IV)-oksid, a zatim siréetne bakterije prevode glukozu i etanol
u nekoliko organskih kiselina, ukljucujuéi glukonsku, siréetnu, limunsku, ¢ilibarnu 1 malonsku
(Li i sar., 2022; Sknepnek i sar., 2021; Tran i sar., 2020). Osim kiselom, organske kiseline, u
manjoj meri, doprinose gorkom i oS$trom ukusu napitka, mada se ipak ne navode kao glavni
¢inioci gorke note kombuha napitka (Rubico i McDaniel, 1992; Siebert, 1999).

U svim uzorcima kombuha proizvoda, kao i u razblazenim, neinokulisanim podlogama

I u inicijalnom supstratu meren je sadrzaj oksalne, vinske, mravlje, jabu¢ne, malonske, mlecne,
siretne, limunske i ¢ilibarne kiseline (tabela 4.10).
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Sadrzaj siréetne kiseline je primetno rastao s trajanjem procesa i visim sadrzajem po-
¢etnog Seéera, posmatrano nakon devet dana fermentacije, dok je nakon tri i Sest dana uticaj
pocetnog sadrzaja Secera znac¢ajno manje izrazen. Temperature od 30 1 25 °C su sli¢no uticale
na sintezu siréetne Kiseline, tako su uzorci koji su imali jednak sadrzaj Secera, nakon devet dana
fermentacije, sadrzali priblizne koncentracije siréetne kiseline, dok su odgovarajuc¢i kombuha
proizvodi fermentisani na 20 °C sadrzali 3-8 g/L manje siréetne kiseline. Medutim, ovaj uticaj
temperature je izrazeniji s duzim trajanjem procesa. Do tre¢eg dana, sadrzaji kiseline izmereni
na 20 1 25 °C su sli¢ni, dok je na 30 °C izmeren priblizno dvostruko veci sadrzaj sircetne kise-
line. S duzim trajanjem fermentacije, rastao je sadrzaj siréetne kiseline preko granice ugodnosti
za konzumaciju. Najvisi sadrzaj zabelezen je nakon devet dana fermentacije na 30 °C kod u-
zorka sa 70 g/L poc¢etnog sadrzaja Secera i iznosio je 14,63 g/L. Na temperaturi od 20 °C, pro-
izvodnja siréetne Kiseline bila je, priblizno, dva puta manja nego na viSim temperaturama. Na-
kon devet dana fermentacije na 20 °C izmereno je 6,33, 5,79 1 5,35 g/L siréetne kiseline kod
uzoraka sa 70, 50 1 30 g/L pocetnog Secera, redom; dok je za iste sadrzaje Secera na 25 °C
mereno 14,31, 11,80 1 7,18 g/L, redom, a na 30 °C 14,63, 12,63 i 8,71 g/L siréetne kiseline,
redom.

Oksalna kiselina se u prirodi javlja u mnogim biljkama (spanacu, dumbiru, ¢okoladi,
rabarbari, difembabhiji, itd.). Nastaje oksidacijom glikolata i glioksilata enzimima glikolat-oksi-
daza ili izocitrat-liaza. S kalcijumom, natrijumom, kalijumom, gvozdem i magnezijumom gradi
tesko rastvorne oksalate. Smatra se da je znacajni deo metabolickog puta detoksikacije od me-
tala kod biljaka. Povecani unos oksalne kiseline pospesuje nastanak kamena u bubregu, dok se
poveéanom konzumiranju li§¢a rabarbare u Britaniji tokom | svetskog rata (kao zamena za spa-
naé) pripisuje nekoliko smrti, usled oste¢enja zeluca. Letalna doza oksalne kiseline za odraslu
osobu je 15-30 g, mada postoje podaci da je unos i svega 5 g izazvao smrt. Industrijski se koristi
u proizvodnji boja, mastila, izbeljivaca, sredstava za ¢iS¢enje metala i drveta, prec¢is¢enog me-
tanola, glicerola i stabilnog cijanida, u farmaceutskoj, metalurskoj, keramickoj i fotografskoj
industriji, a smatra se prirodnom komponentom u medu, te je dozvoljena za upotrebu u biopce-
larstvu (Einaga, 2014; Garcia-Fernandez i sar., 2014; Naudé i Naidoo, 2007; Silberhorn, 2005).
Oksalna kiselina se uobicajeno javlja u kombuha proizvodima (Emiljanowicz i Malinowska-
Panczyk, 2020; Jayabalan i sar., 2014; D. Morales, 2020). Sadrzaj u inicijalnom supstratu bio
je 0,26 g/L, a najvisi sadrzaj izmeren je nakon devet dana fermentacije na 20 °C pri po¢etnom
sadrzaju Secera od 70 g/L (0,97 g/L). Na 30 °C, za sva tri poCetna sadrZaja Secera, sadrzaj
oksalne kiseline rastao je do Sestog dana fermentacije, da bi se devetog smanjio. Na 25 °C je
porast sadrzaja oksalne kiseline kontinuiran, za proizvode sa 70 g/L pocetnog Secera, kod pro-
izvoda koji su sadrzali 50 g/L pocetnog Secera se uocava stagnacija sadrzaja oksalne kiseline
izmedu Sestog i devetog dana, dok je kod proizvoda s 30 g/L pocetnog Secera uocen blagi pad
sadrzaja oksalne kiseline izmedu Sestog i devetog dana fermentacije. Na 20 °C, samo je proiz-
vod sa 70 g/L pocetnog Secera pokazao kontinuirani porast sadrzaja oksalne kiseline, dok su
proizvodi s nizim sadrzajem Secera pokazali maksimalnu vrednost Sestog dana, nakon Cega je
sadrzaj oksalne kiseline opao, do devetog dana fermentacije.

Kada je pocetna koncentracija Secera bila 30 g/L, sadrzaj vinske kiseline je, za tri dana,
porastao na sve tri temperature kultivacije, iako razlika nije bila znacajna, dok je maksimalni
sadrzaj od 1,77 g/L izmeren nakon Sest i devet dana na 30 °C. S produzetkom fermentacije, do

72



Doktorska disertacija Stefan Vukmanovié

devetog dana, sadrzaj vinske kiseline nije zna€ajnije varirao, pri ¢emu je najveci sadrzaj medu
fermentisanim uzorcima, odredena Sestog dana na 30 °C, kod uzorka sa 70 g/L pocetnog sadr-
Zaja Secera (3,28 g/L). Najveci sadrzaj medu analiziranim uzorcima imao je inicijalni supstrat,
4,95 g/L. Ove vrednosti su znacajno vise nego kod kombuha napitka proizvedenog na zelenom
¢aju, kao i kardamonom i Siraskim timijanom (Zataria multiflora) aromatiziranom kombuhom
(Hopfe i sar., 2017; Shahbazi i sar., 2018), ali je uporedivo s prethodnim ispitivanjima na sli¢-
nom supstratu (Vukmanovic i sar., 2020).

Mravlja kiselina nastaje redukcijom ugljen-diokisda katalizovanom format-dehidroge-
nazom (Maia i sar., 2021). Kombuha uobi¢ajeno ne proizvodi znacajnu koli¢inu mravlje Kise-
line, medutim u pojedinim uzorcima SuU izmerene vise nego dvostruko vece vrednosti nego kod
inicijalnog supstrata (najviSe posle tri dana fermentacije na 20 °C s 50 g/L pocetnog sadrzaja
Secera 0,62 g/L; inicijalni supstrat 0,26 g/L). Visa temperatura pospesuje razgradnju mravlje
kiseline. Proseéni sadrzaji mravlje kiseline u uzorcima kombuha proizvoda fermentisanih na
20, 251 30 °C bile su 0,33, 0,23 1 0,20 g/L, redom. Na 30 °C sadrzaj mravlje kiseline, kod
uzoraka sa 70 g/L pocetnog Secera ostaje u uskim granicama (od 0,26 do 0,34 g/L), dok za
manje pocetne sadrzaje Secera opada znacajno viSe (do 0,01 g/L devetog dana s 30 g/L i
0,07 g/L s 50 g/L pocetnog sadrzaja Secera). Kada je fermentacija izvodena na 25 °C, kombuha
proizvod sa 70 g/L pocetnog sadrzaja Secera je pokazao kontinuiran porast sadrzaja mravlje
kiseline, dok su proizvodi s 50 1 30 g/L pocetnog sadrzaja Secera pokazali porast do Sestog dana,
a zatim opadanje, odnosno stagnaciju. Na 20 °C, u uzorku sa 70 g/L pocetnog Secera je do
tre¢eg dana fermentacije sintetisano 0,42 g/L mravlje kiseline i sadrzaj je ostao isti do kraja
fermentacije. Kombuha proizvod kultivisan s 50 g/L pocetnog Seéera pokazao je najvisi zabe-
leZen sadrzaj mravlje kiseline nakon tri dana fermentacije, a zatim je sadrzaj smanjivan do de-
vetog dana. Nasuprot tome, kada je pocetni sadrzaj Se€era bio najmanji, najnizi izmeren sadrZaj
bio je tre¢eg dana fermentacije.

Jabucna kiselina je znacajan konstituent grozda, medutim njen sadrzaj Cesto opada
odmah nakon berbe. Sa druge strane, prisustvo jabu¢ne kiseline u kombuha napitku se pripisuje
metaboli¢koj funkciji kvasaca (Jackson, 2014a, 2014e; Ye i sar., 2014). Sadrzaj jabucne kise-
line u inicijalnom supstratu iznosio je 4,95 g/L, §to je viSe nego u fermentisanim uzorcima, U
kojima je detektovan viSestruko nizi sadrzaj (od 0,77 g/L nakon Sest dana fermentacije na 30
°C sa 70 g/L pocetnog sadrzaja Secera, dok kod uzoraka sa sva tri pocetna sadrzaja Se¢era nakon
tri dana fermentacije na 30 °C uopste nije detektovana). Na 25 °C sve izmerene vrednosti su
bile manje od 0,25 g/L, dok su nakon Sestog dana fermentacije sve vrednosti bile nize od 0,10
g/L jabucne kiseline. SadrZaj jabucne kiseline u uzorcima fermentisanim na 20 °C kretao se
izmedu 0,13 g/L, nakon tri dana fermentacije s 30 g/L pocetnog Secera i 0,58, takode nakon tri
dana, ali s 50 g/L poCetnog sadrzaja Secera. Kod uzoraka koji su na pocetku sadrzali 70 1 50 g/L
Secera, sadrzaj jabucne kiseline je tokom fermentacije na 20 °C kontinuirano smanjivan, dok je
kod uzoraka s 30 g/L pocetnog Secera sadrzaj jabucne kiseline blago porastao do Sestog dana,
nakon ¢ega se smanjio devetog. Drugi autori su zabelezili sli¢ne vrednosti sadrzaja u kombuha
napicima na podlogama ¢aja od hrizanteme i hajducke trave, dok su na ¢aju od nane, belom
¢aju 1 Caju od kozokrvine (Lonerica japonica) zabelezeni nesto nizi sadrzaji, a na kombuha
napitku na crnom ¢aju nije ni detektovana (Vitas i sar., 2018; Zhang i sar., 2021).
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Malonska kiselina se, kao i jabuc¢na, proizvodi u grozdu, a u organizmu ima funkciju
prekursora u sintezi masnih kiselina. Koristi se u proizvodnji poliamida, parfema, adheziva,
lubrikanata, poliestera i biodegrabilne termoplasitke. U farmaceutskoj i prehrambenoj industriji
ima znacajnu ulogu u kontroli kiselosti lekova i hrane (Apelblat i Manzurola, 2016). Najvisi
sadrzaj malonske kiseline izmeren je u inicijalnom supstratu (0,81 g/L). lako su sadrzaji bili
niski, uocava se da, u odnosu na nulti dan fermentacije, kombuha kultura sintetiSe male koli¢ine
malonske Kiseline. Nultog dana je izmereno 0,65, 0,42 i 0,29 g/L mravlje kiseline u uzorcima
sa 70,501 30 g/L pocetnog Secera, redom, dok su svi fermentisani uzorci imali sadrzaj malonske
kiseline u opsegu od 0,29 do 0,77 g/L, pri ¢emu su veci sadrzaji zabelezeni kod uzoraka koji su
imali veci pocetni sadrzaj Secera. Najveci porast, od 0,42 g/L, izmeren je kod uzorka s 30 g/L.
pocetnog Secera, fermentisanog na 30 °C, izmedu nultog i treCeg dana fermentacije. U prethod-
nim ispitivanjima proizvodnje kombuha napitaka na efluentu vinarije izmeren je nizi sadrzaj,
dok je kod kombuha napitaka proizvedenih na crnom i zelenom ¢aju, kao i na ¢aju od nane,
koprive, zove i dunje detektovan izuzetno nizak sadrzaj, ili je bio ispod granice detekcije (Vitas
i sar., 2020; Vukmanovi¢ i sar., 2020).

Mlecna kiselina ima Sirok spektar korisnih dejstava na ljudsko zdravlje, §to se prven-
stveno odnosi na funkciju osnazivanja imunog sistema, uz znacajan doprinos regulaciji nivoa
holesterola. Osim toga, ispoljava antikancerogeno dejstvo, a nedostatak mle¢ne kiseline otezava
¢elijsko disanje (Jafari i Amini, 2019; Malbasa i sar., 2002; Ye i sar., 2014). U inicijalnom
supstratu, izmeren je sadrzaj mlecne kiseline od 1,76 g/L, $to je znacajno viSe nego u svim
ostalim uzorcima. Ve¢ u razblazenoj podlozi odreden je znacajno nizi sadrzaj (od 0,02 do
0,07 g/L), verovatno usled sterilizacije. Nakon dodatka inokuluma mle¢nu kiselinu nije bilo
moguce odrediti u uzorku. Vecéa temperatura fermentacije ne pogoduje biosintezi mle¢ne kise-
line, posto na 25 i 30 °C, osim u jednom uzorku, nije detektovana (nakon tri dana fermentacije
na 25 °C sa 70 g/L pocetnog Secera izmereno je 0,01 g/L mlecne kiseline), dok je na 20 °C u
svim uzorcima, osim u jednom, nakon devet dana s 30 g/L poCetnog sadrzaja Secera, detekto-
vana. Sadrzaji su bili veoma mali, od 0,01 do 0,07 g/L, ali se, nesumnjivo, pri fermentaciji na
20 °C biosintetiSe odredena koli¢ina mlec¢ne kiseline. Drugi autori su, na podlozi od crnog ¢aja
merili slican sadrzaj mlecne kiseline, dok je na zelenom ¢aju zabeleZeno dvostruko vise, a na
ulong ¢aju cetvorostruko vise nego na efluentu vinarije, nakon sedam dana fermentacije na 25
°C (Osiripun i Apisittiwong, 2021). U sojinom mleku fermentisanom kombuha kulturom zabe-
leZzeno je 10 do 20 puta vise mle¢ne kiseline, uz krace vreme fermentacije, i primetan porast
tokom bioprocesa (Xia i sar., 2019).

Limunska kiselina se javlja u oksidativnom metabolizmu skoro svih organizama i pred-
stavlja krajnji korak u razgradnji ugljenih hidrata, masti i proteina do ugljenik(IV)-oksida i
vode, uz oslobadanje energije potrebne za rast i razvoj. U vinu je prisutna primarno kao proiz-
vod Krebsovog ciklusa metabolizma kvasaca. U napicima, zeleima i pekmezima limunska ki-
selina se ponasa kao konzervans istovremeno dajuéi ostar i kiseo ukus, dok u proizvodnji tofua
sprecava rast mikroorganizama (Hesseltine, 1965; Jackson, 2014e; Karlson, 1988; Poerwono i
sar., 2001). U inicijalnom supstratu, limunska kiselina je bila prisutna u maloj koli¢ini (0,11
g/L). Nakon fermentacije, detektovana je sporadi¢no, bez uocljive pravilnosti, vezano za tem-
peraturu ili trajanje fermentacije. U svim slucajevima sadrzaji su bili mali, ne prelaze¢i 0,45
g/L, mada je vecina uzoraka imala sadrzaj limunske kiseline manji od 0,1 g/L. Drugi autori su
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je kod kombuha napitaka na crnom i zelenom ¢aju detektovali samo posle tri dana fermentacije,
i to u veoma malim koli¢inama, do 0,1 g/L (Jayabalan i sar., 2007).

Cilibarna kiselina je jedan od sporednih proizvoda pri transformaciji $e¢era u alkohol
(Ye i sar., 2014). Napicima daje gorak ukus (Rubico i McDaniel, 1992). Pri fermentaciji na 20
°C nije uopste odredena, dok je na 30 °C odredena nakon tri dana fermentacije u svim uzorcima,
a nakon Sest 1 devet dana, samo u uzorku sa 70 g/L pocetnog Secera. Na 25 °C je prisustvo
¢ilibarne kiseline odredeno sporadi¢no, nakon $est i devet dana u uzorcima sa 70 i 30 g/L po-
¢etnog Secera, pri ¢emu je u uzorcima s vis§im sadrzajem Secera mereno oko 0,20 g/L, a na
nizem ispod 0,05 g/L ¢ilibarne kiseline. Kod drugih autora je, ¢ak i pri veoma dugoj fermenta-
Ciji, izmerena u malim koli¢inama u kombuha napitku sa zelenim ¢ajem zasladenim smedim
SeCerom (Savary i sar., 2021).
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4.5.1. Modelovanje sadrzaja sircetne, vinske i oksalne kiseline u kombuha
napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Vrednosti sadrzaja tri najzastupljenije kiseline, sir¢etne, vinske i oksalne modelovane
su i modeli su graficki prikazani odzivnim povrSinama (slika 4.20). lako vinska kiselina nije
karakteristi¢ni proizvod kombuha fermentacije, ovde je, zbog kori§¢ene sirovine, prisutna u
znacajnoj meri, pa je njen sadrzaj, takode modelovan, u cilju provere kako njen povecani sadr-
zaj utie na metabolizam kombuha kulture 1 eventualnu indukovanu sintezu dalje koli¢ine ili
dekompoziciju prisutne vinske kiseline.

Rezultate jednofaktorijalne analize varijansi prikazuje tabela 4.11, dok koeficijente
regresione jednacine modelovanih odziva prikazuje tabela 4.12. Svi modeli su znacajni pri
intervalu poverenja od 95%, uz F-vrednosti 1243,413; 13,620 i 58,596 za model sadrzaja sir-
¢etne, vinske i oksalne kiseline, redom.

Tabela 4.11. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanih odziva sadrzaja Sir-
¢etne, vinske i oksalne kiseline u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fer-

mentacije
Rezidual Model p-
Odzivi F'n‘(’)rsetd' vied-  R?
DF SS MS DF SS MS nost
Sircetna 18 0,074 0004 8 41,138 5142 1243413 0,000 0,963
kiselina
Vinska 18 2129 0118 8 12,887 1611 13620 0,000 0,795
kiselina
(lz_ksa_'”a 18 0,039 0002 8 1007 0,126 5859 0,0000 0,975
iselina

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Model za sadrzaj sirCetne kiseline je imao veoma dobru pouzdanost uz koeficijent de-
terminacije od 0,963 pri ¢emu su svi faktori bili statisti¢ki znacajni, na nivou od 0,05. Rezultati
su u skladu s o¢ekivanjem jer je siréetna kiselina dominantni proizvod metabolizma kombuha
kulture, dok je u neinokulisanom supstratu izmeren zanemarljivo mali sadrzaj od 0,02 do 0,07
g/L. Model ukazuje da viSa temperatura povecava dinamiku bioproces, a veci sadrzaj Secera
daje vecu koli¢inu osnovnog nutrijenta i gradivnog materijala za biosintezu kiseline (slika
4.20a). Sadrzaj Secera je mnogo manje znacajan za obim sinteze sir¢etne kiseline u prva tri dana
fermentacije od temperature na kojoj se odvija bioproces. Uzorci fermentisani na 30 °C imali
su sadrZaj siréetne kiseline izmedu 4,58 1 5,08 g/L, dok je najnizi sadrzaj izmeren u uzorku s
5% Secera inkubiranom na 25 °C (1,64 g/L). Sve ove vrednosti su znac¢ajano vise od zabelezenih
kod kombuha napitka na tradicionalnom supstratu i na melasi kao izvoru ugljenika (Jayabalan
i sar., 2007; Malbasa, Loncar, Djurié, i sar., 2008), dok se kombuha proizvedena na africkoj
gorusici (Brassica tournefortii) ponasala sli¢no (Rahmani i sar., 2019).
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Model sadrzaja vinske kiseline bio je manje pouzdanosti, s preko 20% varijacija koje
ne moze da objasni pri ¢emu nijedan parametar ne pokazuje statisticku znacajnost na nivou od
0,05 sto je ocekivano posto vinska kiselina nije tipic¢an proizvod metabolizma kombuha kulture,
ve¢ potice iz koriS¢ene sirovine. Kako je podloga pripremana razblaZivanjem inicijalnog sup-
strata ¢istom vodom, to objaSnjava krajnje linearni uticaj sadrZaja Secera na sadrzaj vinske Ki-
seline (slika 4.20b), odnosno, s ve¢im razblazenjem inicijalnog supstrata, opadao je sadrzaj
vinske kiseline. Za razliku od sinteze siretne kiseline, temperatura ne pokazuje znacajan uticaj
na sadrzaj vinske kiseline, mada se moze zakljuciti da je kombuha kultura proizvodila odredenu
koli¢inu vinske kiseline, posto je ve¢ina uzoraka, nakon tri dana kultivacije, imala visi sadrzaj
nego na pocetku fermentacije. Tre¢eg dana, uzorak sa 70 g/L je na 25 °C imao neznatno manji
sadrzaj vinske kiseline nego pre inokulacije, dok je na 20 i 30 °C sadrzaj vinske kiseline pove-
¢an. Pri 50 g/L Secera, porast je uocen na 25 i 30 °C, dok je na 20 °C sadrzaj gotovo prepolov-
ljen.

Model sadrzaja oksalne kiseline u kombuha napicima je, takode, imao visok koeficijent
determinacije (0,975) pri ¢emu su linearni i kvadratni efekti temperature bili znacajni na nivou
od 0,05, dok pocetni sadrzaj Secera ne pokazuje statisticki znacajan uticaj. Nizi sadrzaji oksalne
kiseline izmereni su kod uzoraka fermentisanih na 30 °C (slika 4.20c¢), $to ukazuje da bi kom-
buha napitak trebalo proizvoditi na vi$oj temperaturi, ukoliko se Zeli smanjiti sadrzaj nepoZzeljne
oksalne kiseline.

Tabela 4.12. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanih odziva sadr-
Zaja siréetne, vinske i oksalne Kiseline u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri
dana fermentacije

Clanovi odsecak linearni kvadratni  interakcija

bo b1 b2 b11 b22 b12
Sircetna vrednost 38,913 -2,928 -0,140 0,063 0,001 0,001
kiselina

p-vrednost  0,000* 0,000* 0,000* 0,000* 0,000 0,000*

Vinska vrednost 0,848 -0,055 0,002 0,009 0,0004 -0,0007
kiselina

p-vrednost 0,857 0,877 0,717 0,860 0,318 0,595

Oksalna vrednost -3,386 0,364 -0,016 -0,008 0,000 0,000
kiselina

p-vrednost  0,003* 0,000 0,177 0,000 0,272 0,105

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Stefan Vukmanovié

Slika 4.20. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj temperature fermentacije i poCetnog sadrzaja
SeCera na sadrzaj organskih kiselina nakon tri dana fermentacije kombuha napitaka na eflu-
entu vinarije za sadrzaj: a) siretne, b) vinske i c) oksalne kiseline
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4.6. Sadrzaj vitamina C u kombuha proizvodima na efluentu
vinarije

Vitamin C (askorbinska kiselina) se kod visih biljaka pretvara u vinsku kiselinu, a u
grozdu je podlozna brzoj oksidaciji nakon pucanja bobice. Oksidacijom prelazi u dehidroaskor-
binsku kiselinu, a zatim u oksalnu i treonsku, dok neoksadativnom degradacijom nastaje furfu-
ral (DeBolt i sar., 2006; Jackson, 2014e; Kurata i Sakurai, 1967).

Najveéi sadrzaj vitamina C izmeren je u inicijalnom supstratu, $to je o¢ekivano, jer ga
Vitaceae sintetisu i koriste u katabolickoj transformaciji u vinsku kiselinu. U neinokulisanim
podlogama sa 70, 50 i 30 g/L pocetnog Secera mereno je 118, 72 i 37 mg/L vitamina C, redom.
Na 301 25 °C je u prva tri dana uoéen pad u odnosu na pocetak fermentacije, dok je na 20 °C
sadrzaj vitamina C smanjen samo kod uzorka sa 70 g/L ukupnih Secera (slika 4.21). Na 30 °C
blagi porast sadrzaja vitamina C se moZe uociti izmedu Sestog 1 devetog dana, na 25 °C rast se
uocava izmedu treceg i Sestog dana (sem za uzorak koji je sadrzao 30 g/L pocetnog Secera, kod
koga je sadrzaj vitamina C kontinuirano opadao), dok na 20 °C uzorci s 50 i 30 g/L ukupnih
SeCera imaju porast sadrzaja vitamina C ve¢ u prva tri dana fermentacije. Medutim, uzorci s 50
i 30 g/L fermentisani na 20 °C imali su ostar pad sadrzaja vitamina C izmedu Sestog i devetog
dana fermentacije, dok je kod uzorka sa 70 g/L pocetnog Secera tek tada zabelezena sinteza
vitamina C. Medu uzorcima kombuha napitaka nakon tri dana fermentacije, najveéi sadrzaj
vitamina C (66 mg/L) odreden je kod uzorka s 30 g/L pocetnog Secera fermentisanog na 20 °C,
do su sva tri uzorka fermentisana na 25 °C sadrzala manje od 10 mg/L vitamina C. Na 30 °C je
sa porastom pocetnog sadrzaja Secera rastao sadrzaj vitamina C, dok se na 20 °C smanjivao.
Pojedini autori su u kombuha napitku proizvedenom na zasladenom crnom ¢aju izmerili zna-
¢ajno veéi sadrzaj vitamina C (1510 mg/L) (Bauer-Petrovska i Petrushevska-Tozi, 2000), nego
u napitku na efluentu vinarije. Drugi autori su merili nize sadrzaje (oko 3 mg/L) (Malbasa i sar.,
2002), nego na efluentu vinarije, u rasponu od 0 mg/L na samom pocetku do 29 mg/L, nakon
10 dana fermentacije (Malbasa i sar., 2011), dok kod kombuha napitka na morskoj travi (Por-
phyra dentata) nije odreden uopste, izuzev na samom pocetku fermentacije (Aung i Eun, 2021).
Kod kombuha napitka proizvedenog na gravioli (Annona muricata L.) uz galaktomanan kao
izvor ugljenika izmereno je najvise 33 mg/L vitamina C, nakon 14 dana fermentacije (Candra i
sar., 2021).
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Slika 4.21. Sadrzaj vitamina C u kombuha proizvodima na efluentu vinarije fermentisanim na
a) 30 °C, b) 25 °Cic) 20 °C, na 3, 5 i 7% polaznog sadrzaja Secera
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4.6.1. Modelovanje sadrzaja vitamina C u kombuha napicima na efluentu
vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezultate ANOVA jednofaktorijalne analize varijansi prikazuje tabela 4.13, dok su ko-
eficijenti regresione jednacine i njihov pojedinacni znacaj takode prikazani (tabela 4.14). Model
je znacajan pri intervalu poverenja od 95% uz F-vrednost od 60,936. Visoka vrednost koefici-
jenta determinacije ukazuje da model sa zadovoljavaju¢om precizno$¢u opisuje ponasanje
sistema u blizu 95% ispitivanih slu¢ajeva. Model je graficki prikazan odzivnhom povrsinom
(slika 4.22). Statisti¢ki znacajni parametri bili su svi osim kvadratnog uticaja pocetnog sadrzaja
Secera, s tim Sto je temperatura fermentacije imala izrazen negativan uticaj, 1 kao linearni 1 kao
kvadratni ¢lan, dok je uticaj pocCetnog sadrzaja Secera pozitivan. Kao statisticki znacajan,
izdvaja se i uticaj interakcije dva ispitivana parametra. Posmatraju¢i graficki prikaz modela,
moze se uociti da se visi sadrzaj vitamina C dobija pri ekstremnim uslovima temperature i sadr-
Zaja SeCera, pri ¢emu je najvisi sadrzaj predviden za najvise vrednosti ispitivanih procesnih
parametara. Nasuprot tome, funkcija modela ima minimum na srednjoj temperaturi i najmanjem
sadrZzaju Secera. Interesantno je da je na 20 °C porast sadrZaja Secera uticao na smanjenje sadr-
Zaja vitamina C, dok je na 30 °C porast sadrZzaja Secera istovremeno znacio 1 porast sadrZaja
vitamina C.

Tabela 4.13. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanog odziva sadrzaja vita-
mina C u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model E- vred- p-
Odziv nost vred- R?2
DF SS MS DF SS MS nost

Vitamin C 21 1143 5443 5 16583 3316 60,936 0,000 0,936

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 4.14. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanog odziva
sadrzaja vitamina C u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

odseéak linearni kvadratni interak-
Clanovi clja

bo b1 b2 b1 b22 b2

vrednost 1366,81* -98,39* 1,771 -5410* 0,006 0,198*

Vitamin C
p-vrednost  0,000* 0,000* 0,000 0,000* 0,441 0,000*

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Slika 4.22. Odzivna povrs$ina koja opisuje uticaj temperature fermentacije i poc¢etnog sadrzaja
SeCera na sadrzaj vitamina C u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermen-
tacije

4.7. Sadrzaj etanola u kombuha proizvodima na efluentu vina-
rije

Etanol nastaje kao proizvod metabolicke aktivnosti kvasaca prisutnih u kombuha kul-
turi, uz nastanak ugljenik (IV)-oksida kao nusproizvoda reakcije, koji daje kombuha napitku

blagu gaziranost. Sir¢etne bakterije dalje oksiduju etanol do sir¢etne kiseline (Jayabalan i sar.,
2014).

MozZe se uociti da je, kada je fermentacija izvodena na 20 °C sadrzaj etanola rastao do
Sestog dana fermentacije, nakon Cega je opadao, osim za uzorak s 50 g/L poCetnog sadrzaja
Secera, gde je opadao u prva tri dana, a zatim rastao do kraja fermentacije (slika 4.23). Nasuprot
tome, kako visSa temperatura znaci 1 brze odvijanje bioprocesa (ranije iscrpljivanje podloge Se-
¢erima i prestanak sinteze etanola, a ubrzanje njegove oksidacije do siréetne kiseline), na 25 °C
kod sva tri ispitivana sadrzaja Secera uocen pad sadrzaja etanola nakon treceg dana fermenta-
cije. Na najvi$oj ispitivanoj temperaturi pad je zapoceo nakon treceg dana za uzorak s 30 g/L
pocetnog Secera, nakon Sest dana za uzorak s 50 g/L pocetnog Secera, dok je uzorak sa 70 g/L
pocetnog Secera nakon tri dana dostigao maksimalni sadrZaj etanola, koji se, priblizno, zadrzao
do kraja fermentacije. Verovatni uzrok sporijeg opadanja sadrzaja etanola na 30 °C je povecana
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metabolicka aktivnost kvasca na viSoj temperaturi i nemoguénost bakterija da oksiduju etanol
brzinom kojom se produkuje.

Medu uzorcima kombuha napitaka, nakon tri dana fermentacije, samo dva uzorka na
podlozi sa 70 g/L pocetnog Secera, fermentisani na 30 i 25 °C imaju vise od 0,5% etanola (0,80
i 0,86% etanola u napicima fermentisanim na 30 i 25 °C, redom), §to znaci da oni ne mogu biti
klasifikovani kao bezalkoholni napici.

U studijama na tradicionalnom supstratu izmeren je sadrZaj etanola od 0,17 do 0,55%
(Kallel i sar., 2012), §to ukazuje da se ovaj kombuha napitak moze klasifikovati kao bezalko-
holni napitak. U istrazivanju koje je imalo za cilj da odredi sadrZaj etanola u komercijalnim
kombuha proizvodima u Sjedinjenim Americkim Drzavama, utvrdeno je da oni ne ispunjavaju
zahteve za klasifikaciju kao bezalkoholni napitak. Medu analiziranim uzorcima bilo je kako
kombuha napitaka na tradicionalnom, tako i onih proizvedenih upotrebom alternativnih sup-
strata. Svi ispitivani uzorci su imali sadrzaj etanola visi od 0,5% (v/v) (Talebi i sar., 2017).
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Slika 4.23. Sadrzaj etanola u kombuha proizvodima na efluentu vinarije fermentisanim na a)
30°C, b)25°Cic) 20 °Cs 3,51 7% polaznog sadrzaja Secera
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4.8. Sadrzaj ukupnog azota u kombuha proizvodima na eflu-
entu vinarije

Nakon ugljenika, azot je najznacajniji makroelement, neophodan za sintezu proteina u
svim ¢elijama. Njegov sadrzaj prikazuje tabela 4.15. U efluentu vinarije meren je sadrzaj ukup-
nog azota od 163,55 mg/L. Suprotno oc¢ekivanjima, sadrzaj ukupnog azota u podlogama je obr-
nuto proporcionalan sadrzaju Secera. TreCeg dana fermentacije najveci sadrzaj azota imali su
uzorci sa 70 g/L pocetnog sadrzaja Secera, kada je kultivacija izvodena na 30 i na 20 °C, dok je
u slucaju kada je temperatura bila 25 °C najvisi sadrzaj izmeren kod uzorka s 50 g/L pocetnog
Secera. Tokom fermentacije, sadrzaj azota menjao se nepravilno, bez ispoljavanja jasnog trenda
vezanog za temperaturu fermentacije ili pocCetni sadrzaj Secera. Najveca vrednost izmerena je
za uzorak fermentisan na 25 °C koji je sadrzao 50 g/L pocetnog Secera, nakon devet dana (480
mg/L), dok je najmanja vrednost bila izmerena nakon Sest dana kultivacije na 30 °C s 30 g/L
pocetnog sadrzaja Secera (40,79 mg/L).
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Tabela 4.15 Sadrzaj ukupnog azota u uzorcima kombuha proizvoda na efluentu vinarije i ne-

fermentisanoj podlozi

Sadrzaj ukupnog azota [mg/L]

Pocetni sadrzaj Secera [g/L]

t[°’C] 7 [dan] 70 50 30
podloga 106,68+3,14 166,29+157 261,98+1,57
dan 0 106,68+0,00 144,33+3,14 109,81+3,14

3 269,83+314 203,94+3,14 166,29+0,00

30 6  294,93t3,14 156,88+0,00 40,79+1,57

O 288,65:0,00 200,80£0,00 47,0621,57
3 109,81+3,14 288,65:0,00 164,72+4,71
25 6 149,03+1,57 181,98+157 100,406,28
9 194,53+1,57 480,04+314 323,16+1,57
3 22500+3,14 181,98+314 87,85+3,14
20 6 247,863,14 214,92+3,14 47,06%3,14
9 22825078 181,98+157 14433314

4.8.1. Modelovanje rezidualnog sadrzaja azota u kombuha napicima na
efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezultate ANOVA jednofaktorijalne analize varijansi prikazuje tabela 4.16, dok su ko-
eficijenti regresione jednacine i njihov pojedinaéni znacaj takode prikazani (tabela 4.17). Model
je graficki prikazan odzivnom povrsinom (slika 4.24) i imao je odli¢nu pouzdanost, tako da se
moze smatrati da model u potpunosti opisuje sistem, uz interval poverenja od 95% i1 veoma
visoku F-vrednost od 1483,773. Statisticki znacajni parametri modela bili su samo kvadratni
¢lanovi oba ispitivana parametra, pri ¢emu se temperatura isti¢e kao uticajniji. Sa grafickog
prikaza modela se uocava da je najviSi sadrzaj azota meren pri temperaturi fermentacije od
25 °C, sto se moze objasniti nizom produkcijom biomase na toj temperaturi, te je koli¢ina azota
koja je ugradena u celuloznu opnu manja, a vise je zaostalo u samom kombuha napitku.
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Tabela 4.16. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanog odziva rezidualnog
sadrzaja azota u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model E. p-
Odziv vrednost vred- R?
DF SS MS DF SS MS nost
Rezidualni
sadrzaj 8 162,424 9,024 8 107111 13388 1483,773 0,000 0,998
azota

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 4.17. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanog odziva rezi-
dualnog sadrzaja azota u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Clanovi odse- linearni kvadratni interak-
¢ak cija
bo b1 b2 b11 b2 b2

Rezidualni  vrednost -381,14 5,987 0,063 17,243  -0,135 -0,086
sadrzaj azota

p-vrednost 0,523 0,894 0,943 0,018 0,022 0,584

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Slika 4.24. Odzivna povrs$ina koja opisuje uticaj temperature fermentacije i poc¢etnog sadrzaja
Secera na sadrzaj rezidualnog azota u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana
kultivacije
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4.9. Sadrzaj fenolnih materija u kombuha proizvodima na eflu-
entu vinarije

4.9.1. Sadrzaj ukupnih fenola u kombuha proizvodima na efluentu vinarije

Polifenoli su jedan od najznacajnijih konstituenata senzornih svojstava, naro¢ito boje i
gorcine ¢iji balans doprinosi ukupnoj prijatnosti kombuha napitka (Ye i sar., 2014). Polifenoli
u tradicionalnom kombuha napitku, u velikoj meri, poticu iz ¢aja, gde, zavisno od vrste Caja,
¢ine 30-42% suve materije (Emiljanowicz i Malinowska-Panczyk, 2020). Poznato je da poli-
fenoli doprinose spre¢avanju hroni¢nih bolesti, usled svojih antioksidativnih i antiinflamatornih
svojstava. Neka od ovih jedinjenja mogu inhibirati DNK metiltransferazu I, $to moze uzroko-
vati demetilaciju promotorskog regiona tumor supresorskog gena, koji je obi¢no hipermetilo-
van u tumorskim ¢elijama, te mogu pomoci usporavanje progresije bolesti (Mahalanobish i sar.,
2019; Saldivar-Gonzalez i sar., 2018; Zhong i sar., 2016). Kod autentifikacije geografskog po-
rekla vina, odredeni polifenoli se koriste kao potvrda varijeteta grozda (Jackson, 2014b). Kom-
pleksna fenolna jedinjenja se mogu razlagati u kiseloj sredini kombuha napitka, zbog enzima
koje proizvode bakterije i kvasci kombuha kulture, $to moze uzrokovati povecanje ukupnog
sadrzaja fenola, usled razgradnje slozenih polifenola u male molekule (Jayabalan i sar., 2015).
Sadrzaj ukupnih fenola meren je u svim uzorcima i iskazan je kao masa ekvivalentna galnoj
kiselini (slika 4.25).

Inicijalni supstrat imao je visoku vrednost sadrzaja ukupnih fenola (269,29 mgEGKJ/L),
od Cega je viSe izmereno samo kod uzorka sa 7% Secera, kultivisanog na 25 °C nakon devet
dana fermentacije (273,33 mgEGK/L). Tokom trajanja fermentacije, uzorci koji sadrze 7% po-
Cetnog Secera imaju najveéi sadrzaj ukupnih fenola, $to potkrepljuje tvrdnju da je, kod ove vrste
kombuha proizvoda, kori§¢ena sirovina glavni izvor fenolnih jedinjenja. Medutim, na 30 °C se
kod svih uzoraka uocava blagi porast sadrzaja tokom bioprocesa, 0sim uzorka sa 50 g/L pocet-
nog Secera kod koga je izmeren pad sadrzaja ukupnih fenola izmedu Sestog i devetog dana. Na
25 °C, uzorak sa 7% Secera pokazuje kontinuirani porast, dok uzorci s 5% 1 3% Secera imaju
pad posle treceg, odnosno, posle Sestog dana fermentacije. Nasuprot tome, kada se fermentacija
odvija na 20 °C, kombuha kultura prvo razgraduje fenolne materije, nevezano za prisutne $e-
¢ere, a zatim pocinje njihova sinteza. Na osnovu dobijenih rezultata moze se izvesti zakljucak
da se sinteza fenolnih materija deSava znacajno brze kada je sadrzaj Secera nizi. Posmatrajuci
vrednosti za tre¢i dan, najvisi sadrzaj ukupnih fenola imali su uzorci kultivisani na 25 °C, dok
je na sve tri temperature najveca vrednost sadrzaja ukupnih fenola izmerena kod uzoraka sa 70
g/L poCetnog sadrzaja Secera, zatim s 50 g/L, a najmanja vrednost bila je kod uzoraka koji su
na pocetku fermentacije sadrzali 30 g/L ukupnog Secera. Najsporija sinteza ukupnih fenola se
desava na 20 °C.

Nefermentisani sok od borovnice imao je 963,31 mgEGK/L, sto je oko Cetiri puta vise
nego inicijalni supstrat u ovom istrazivanju (Barbosa i sar., 2022). Prilikom fermentacije jerba
mate ekstrakta kombuha kulturom nadeno je da je najvisi nivo ukupnih fenola posle 21 dan
fermentacije, ali je daljim produzetkom, do 35 dana, sadrzaj ukupnih fenola zna¢ajno smanjen
(Ziemlewska i sar., 2021). Sadrzaj ukupnih fenola se za soju, fermentisanu razli¢itim plesnima,
kretao od 2000 do 2500 mg/kg (Cheng i sar., 2013), dok su za sok od grozda, fermentisan
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kombuha kulturom, vrednosti bile u rasponu od 2000, nultog dana, do skoro 3500 mgEGKI/L,
Sestog dana fermentacije (Ayed i sar., 2017). Rezultati ukupnog sadrzaja fenola u kombuha
napitku na ¢aju pripremljenom od biljke veoma zastupljene u vegetaciji mangrove, Rhizophora
mucronata Lam. bili su neuporedivo veci, od skoro 100 000 mgEGK/kg u uzorku s 30% Secera,
do skoro 200 000 mgEGKJ/L u uzorku s 10% saharoze (Hardoko i sar., 2020).
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Slika 4.25. Sadrzaj ukupnih fenola u kombuha proizvodima na efluentu vinarije fermentisa-
nim na a) 30 °C, b) 25 °Cic) 20 °C, s 3, 51 7% polaznog sadrzaja Secera
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49.1.1. Modelovanje sadrzaja ukupnih fenola u kombuha napicima na efluentu
vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezultate ANOVA jednofaktorijalne analize varijansi prikazuje tabela 4.18, dok su ko-
eficijenti regresione jednacine i njihov pojedina¢ni znacaj takode prikazani (tabela 4.19). Model
je znacajan pri intervalu poverenja od 95% uz F-vrednost od 50,954. Visoka vrednost koefici-
jenta determinacije ukazuje da model dobro opisuje dinamiku kojom kombuha kultura metabo-
lise fenolne materije u okviru ispitivanih parametara procesa. Statisticki znacajni parametri bili
su linerani i kvadratni uticaj temperature fermentacije, kao i linerani uticaj poc¢etnog sadrzaja
Secera, pri ¢emu je uticaj temperature znacajno veci, Sto pokazuje i znac¢ajno manja vrednost
koeficijenta uz ¢lanove nezavisne promenljive sadrzaja Se¢era u jednacini modela. Posmatrajuci
graficki prikaz modela (slika 4.26), moze se uoditi da je najveci sadrzaj ukupnih fenola na sred-
njoj ispitivanoj temperaturi fermentacije, dok su povisene vrednosti temperature usporavale bi-
osintezu ovih jedinjenja. Nasuprot tome, porast pocetnog sadrzaja Secera u podlozi je direktno
proporcionalan porastu ukupnih fenola u kombuha napicima.

Tabela 4.18. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanog odziva sadrzaja ukup-
nih fenola u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model E- vred- p-
Odziv nost vred- R?
DF SS MS DF SS MS nost

Ukupni fenoli 21 7011 333 5 85061 17012 50,954 0,000 0,961

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 4.19. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanog odziva
sadrzaja ukupnih fenola u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Clanovi odse- linearni kvadratni interak-
cak cija
bo b1 b2 b1 b22 b2

vrednost -2333* 179,514* -3,421* 6,984* -0,025 -0,095

Ukupni fenoli
p-vrednost 0,000 0,000 0,000 0,006* 0,201 0,086

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Slika 4.26. Odzivna povrs$ina koja opisuje uticaj temperature fermentacije i poc¢etnog sadrzaja
Secera na sadrzaj ukupnih fenola u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana kul-
tivacije

4.9.2. SadrZaj fenolnih kiselina u kombuha proizvodima na efluentu vina-
rije

U tradicionalnom kombuha napitku fenolne kiseline poticu iz crnog ¢aja, biotransfor-
misu se u razli¢ite metabolite i znacajno doprinose antimikrobnoj aktivnosti (Soares i sar.,
2021). Kvasac Candida tropicalis je uspesno kori$éen za razgradnju polifenola pri ¢emu je
indukovana biosinteza enzima peroksizoma, medu kojima je katalaza bila dominantna. Kako je
1 kod kombuha kulture utvrdena aktivnost katalaze, moze se pretpostaviti da se na slican nacin
odvija razgradnja polifenolnih jedinjenja (Ettayebi i sar., 2003; Vitas i sar., 2020). Osim toga,
razgradnja polifenola u debelom crevu je znacajan metabolicki put u koji su ukljucene bakterije
rodova Clostridium, Bacteroides i Eubacterium, koje karakterise sposobnost da cepaju C prsten
flavonoida i oslobadaju fenolne kiseline, kao $to je 3-(4-hidroksi fenil)-propionska kiselina i 3-

hidroksi fenil-sir¢etna kiselina (Rechner i sar., 2004). Moguce je i da bakterije kombuha kulture
ekskretuju enzime koji mogu razlagati slozene bioloske molekule iz grozda.

Ispitivano je prisustvo galne, p-hidroksibenzoeve, kafene, siringinske, p-kumarinske,
ferulne i sinapinske kiseline (tabela 4.20). Jedini uzorak u kome su detektovane sve ispitivane

fenolne kiseline, osim sinapinske, bio je inicijalni supstrat, sto potvrduje da je grozde odlican
izvor fenolnih jedinjenja.
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Galna kiselina (3,4,5-trihidroksibenzoeva kiselina) je jedinjenje koje se prirodno nalazi
u Caju, crnom luku, crvenom vocu i crnoj rotkvi, a ima je i U semenkama grozda (Liu i sar.,
2013; Nowak i sar., 2013). Poseduje izrazena antikancerogena svojstva, indukuje apoptozu ¢e-
lija tumora pluca, $titi od raka prostate pri oralnoj konzumaciji (dokazano u in vivo studiji) i
inhibira WEHI-3° ¢elije i podsti¢e fagocitozu makrofaga (Ho i sar., 2009; Ohno i sar., 1999;
Raina i sar., 2008). Osim toga, predstavlja antiagregativno jedinjenje koje moze inhibirati aku-
mulaciju humanog insulina i ispoljava antifungalno i antiviralno dejstvo (Jayamani i
Shanmugam, 2014; Konar i sar., 2017). Galna kiselina je jedina koja je odredena u svim ispiti-
vanim uzorcima. Najvisi sadrzaj izmeren je kod uzorka fermentisanog na 20 °C, sa 7% pocet-
nog sadrzaja Secera, nakon devet dana fermentacije (0,85 g/L). Kada je kombuha proizvod fer-
mentisan na 30 °C, uzorci koji su sadrzali 70 g/L pocetnog Secera pokazali su blagi pad u prva
tri dana fermentacije, a zatim porast devetog dana, dok su uzorci s 50 g/L pocetnog Secera
pokazali porast sadrzaja galne kiseline do Sestog dana, nakon Cega je sadrzaj smanjen devetog
dana, a uzorci s 30 g/L pocetnog Secera imali su prvih Sest dana gotovo nepromenjen sadrzaj
galne kiseline uz porast devetog dana. Svakog dana najvisi sadrzaj meren je kod uzoraka sa 70
g/L pocetnog sadrzaja Secera, osim Sestog, kada je uzorak s 50 g/L pokazao najvisi sadrzaj galne
kiseline. Za sva tri sadrzaja Seéera, kod uzoraka fermentisanih na 25 °C uocen je pad Sestog, pa
porast sadrzaja galne kiseline devetog dana, dok je medu njima, najveci sadrzaj imao uzorak s
70 g/L pocetnog Secera, a sva tri uzorka devetog dana su sadrzala viSe galne kiseline nego na
pocetku fermentacije, tako da se moze zakljuciti da galna kiselina jeste proizvod metabolizma
kombuha kulture. Trend promene sadrZaja galne kiseline na 20 °C bio je drugaciji. Uzorci sa
70150 g/L pocetnog Secera pokazali su kontinuiran porast sadrzaja galne kiseline, dok su uzorci
s 30 g/L pocetnog Secera pokazali obrnut trend nego na viSim temperaturama — sadrzaj je od
nultog do Sestog dana opadao, a zatim je devetog povecan.

Ferulna kiselina je antioksidant i inhibitor enzima koji industrijski proizvodi plesan
Aspregillus oryzae na ¢vrstoj hranljivoj podlozi (engl. solid state) od rizinih mekinja. Karakte-
risticna je po ulozi inhibitora enzima odgovornih za pigmentaciju tela (tirozinaze) i starenje
(elastaze), stoga joj je ocekivana potencijalna oblast primene proizvodnja kozmeti¢kih proiz-
voda za negu koze. Osim toga, ima sposobnost da ,,hvata“ slobodne radikale i inhibira rast ¢elija
kancera debelog creva i oralnih kancera kod pacova, u koje spadaju kancer jezika i prekance-
rozna stanja i lezije (Abd Razak i sar., 2017; Islam i sar., 2014; Kumar i Naraian, 2019). U
ovom ispitivanju, ferulna kiselina odredena je jedino u inicijalnom supstratu, pri ¢emu joj je
sadrzaj bio 7,80 mg/L.

Studije ukazuju da kafena kiselina, kao i kofein, smanjuje gustinu kostiju, medutim fe-
netil estar kafene kiseline pokazuje Sirok spektar bioloskih i farmakoloskih aktivnosti, medu
kojima se izdvajaju antiinflamatorna, antiviralna, antibakterijska, antifungalna, antiprolifera-
tivna i antioksidativna. Kafena kiselina inhibira nastanak radikala u reakciji vodonik-peroksida
s jonima gvozda, tako §to vezuje gvozde u kompleksno jedinjenje. Inhibira nastanak radikala
kada se ksanton izlozi UVA zracenju tako Sto relaksira ekscitovani ksanton (Iwahashi, 2015;
Sakai i Tsukuba, 2015). Odredena je u inicijalnom supstratu i u uzorcima sa 7% Secera nakon
devet dana fermentacije na 20 i 25 °C, pri ¢emu je izmereni sadrZaj, nakon fermentacije na 20

5 WEHI-3 —¢elijska linija éelija leukemije misa (Mus musculus), ATCC TIB-68
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°C, bio gotovo dvostruko veci nego u inicijalnom supstratu §to ukazuje na mogucnost da je
kombuha kultura sintetiSe, na nizim temperaturama, kao sekundarni metabolit, u sluc¢aju pro-
duzene fermentacije.

p-kumarinska kiselina je polifenolno jedinjenje koje se prirodno nalazi u paradajzu, Sar-
garepi, bosiljku i belom luku. Ispoljava raznoliko zdravstveno korisno dejstvo, pokazuje anti-
inflamatorno  dejstvo, smanjuje oSteCenja hrskavice 1 pospeSuje osteoklastogenezu
(Mahalanobish i sar., 2019). Odredena je u inicijalnom supstratu, kao i u uzorcima sa 70 g/L
pocetnog Secera nakon Sest dana na 20 °C i nakon devet dana na 25 i 30 °C, pri ¢emu je samo
sadrzaj izmeren nakon Sest dana fermentacije na 20 °C bio visi nego kod inicijalnog supstrata
(0,77 g/L u odnosu na 0,73 g/L izmerenih kod 1S).

p-hidroksibenzoeva kiselina izolovana iz manga pokazuje inhibitornu aktivnost prema
duktalnom in situ karcinomu dojke (Luna-Guevara i sar., 2018). U inicijalnom supstratu odre-
den je sadrzaj od 0,89 mg/L. Kako je podloga s 30 g/L. najrazblazenija, u njoj nije detektovana
p-hidroksibenzoeva kiselina, dok ju je u podlogama s 50 i 70 g/L poc¢etnog Secera bilo mogucée
izmeriti, mada je sadrzaj bio mali. Trec¢eg dana, odredena je kod uzoraka fermentisanih na 30 °C
sa 50170 g/L pocetnog Secera, kao 1 na 20 °C sa 70 g/L pocetnog Secera. Temperatura izvodenja
bioprocesa od 30 °C se pokazala kao najpogodnija za sintezu p-hidroksibenzoeve kiseline. Naj-
visi sadrzaj izmeren je nakon Sest dana fermentacije na 30 °C sa 70 g/L pocetnog Secera i izno-
sio je 2,49 mg/L, koji je do devetog dana smanjen na 1,34 g/L, §to je i dalje znacajno viSe nego
u inicijalnom supstratu. Nasuprot tome, kada je temperatura fermentacije bila 25 °C, p-hidrok-
sibenzoevu Kiselinu bilo je moguée odrediti samo u uzorku sa 70 g/L po¢etnog sadrzaja Secera,
nakon Sest dana fermentacije. Na 20 °C, kod uzoraka s 30 g/L po¢etnog sadrzaja Secera, bilo ju
je mogucée izmeriti samo nakon devet dana fermentacije i to 0,55 g/L, dok je sadrzaj u svim
ostalim uzorcima na ovoj temperaturi, u kojima je odredena p-hidroksibenzoeva kiselina, bio
oko 0,30 g/L.

Siringinska kiselina ispoljava mnoga zna¢ajna farmakoloska svojstva, kao §to su anti-
oksidativno, antimikrobno, antiinflamatorno, antikancerogeno i antidijabetsko. Osim toga, Stiti
srce, jetru 1 mozak 1 deluje kao ,,hvatac* slobodnih radikala. Takode, ima potencijal da regulise
enzimsku aktivnost, faktore rasta i transkripcije. U toksikoloskim studijama nisu uocena Stetna
dejstva (Ferah Okkay i sar., 2022). Odredena je u inicijalnom supstratu, pri ¢emu je sadrzaj
iznosio 0,81 mg/L, dok je u razblaZzenim, neinokulisanim podlogama nije bilo moguce detekto-
vati. Kod uzoraka tre¢eg dana, siringinska kiselina je bila prisutna u uzorcima sa 70 g/L pocet-
nog Secera fermentisanim na 20 °C, kao i kod napitaka fermentisanih na 30 °C sa sva tri pocetna
sadrzaja Secera. Siringinska kiselina je odredena samo kod dva uzorka fermentisana na 25 °C,
nakon Sest i devet dana sa 70 g/L pocetnog Secera, dok je na 20 °C odredena nakon sva tri
analizirana dana kada je pocetni sadrZaj Secera bio 70 g/L 1 nakon Sestog 1 devetog dana, kada
je pocetni sadrzaj Secera bio 50 g/L, dok u uzorcima kod kojih je pocetni sadrzaj Secera bio 30
g/L, a temperatura fermentacije 20 °C nije detektovana. Nasuprot tome, odredena je kod svih
uzoraka kultivisanih na 30 °C, tako da se jasno moze uociti da visa temperatura fermentacije
pospesuje sintezu siringinske kiseline. Najvisi sadrzaj bio je izmeren nakon devet dana fermen-
tacije na 30 °C sa 70 g/L pocetnog sadrzaja Secera i iznosio je 3,54 mg/L, §to je znacajno vise
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od sadrzaja izmerenog kod inicijalnog supstrata, tako da je jasno da kombuha kultura proizvodi
siringinsku kiselinu.

Sinapinska kiselina se koristi kao matriks za analizu kratkolan¢anih C-terminalnih pep-
tida, kao i za profilisanje tkiva i imidZing eksperimente (Redeker, 2010; Schwartz i Caprioli,
2008). U ovom radu nije odredena ni u jednom uzorku.
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49.2.1. Modelovanje sadrzaja galne kiseline u kombuha napicima na efluentu
vinarije nakon tri dana kultivacije

Rezultate ANOVA jednofaktorijalne analize varijansi prikazuje tabela 4.21, dok su ko-
eficijenti regresione jednacine i njihov pojedina¢ni znacaj takode prikazani (tabela 4.22). Model
je znacajan pri intervalu poverenja od 95% uz F-vrednost od 39,415. Visoka vrednost koefici-
jenta determinacije ukazuje da model sa zadovoljavaju¢om preciznoS¢u opisuje ponaSanje
sistema u 90% ispitivanih slucajeva. Statisticki znacajni parametri bili su linerani i kvadratni
uticaj pocetnog sadrzaja Secera, i linearni uticaj temperature fermentacije, iako je vrednost uti-
caja temperature brojno znacajno veca nego sadrzaja Secera. Posmatrajuci graficki prikaz mo-
dela (slika 4.27), moze se uoditi da visok pocetni sadrzaj Secera i srednja ispitivana temperatura
fermentacije predstavljaju optimalne uslove za sintezu galne kiseline, dok ekstremne tempera-
ture 1 nizi pocetni sadrzaji Secera daju minimalne vrednosti sadrzaja galne kiseline.

Tabela 4.21. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanog odziva sadrzaja galne
kiseline u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model E- vred- p-
Odziv noet vred- R?
DF SS MS DF SS MS nost
C.;a'F‘a 21 0,032 0,002 5 0,300 0,060 39,415 0,000 0,904
kiselina

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Tabela 4.22. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanog odziva
sadrzaja galne kiseline u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

odse- linearni kvadratni interak-
Clanovi cak cija
bo b1 b2 b11 b2 b2
Galna vrednost -3,333* 0,313* -0,006* -0,009 0,0002* 0,000
kiselina

p-vrednost 0,000 0,000 0,000 0,093 0,001* 0,482

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Slika 4.27. Odzivna povrs$ina koja opisuje uticaj temperature fermentacije i poc¢etnog sadrzaja
SeCera na sadrzaj galne kiseline u kombuha napicima na efluentu vinarije nakon tri dana kulti-

vacije

4.10. Antioksidativna aktivnhost kombuha proizvoda na efluentu

vinarije

Kao parametri antioksidativne aktivnosti kombuha proizvoda merene su aktivnosti na

DPPH- i hidroksi radikal, kao i redukciona mo¢.

4.10.1. Antioksidativna aktivnost na DPPH’

Razli¢iti faktori, medu kojima i metaboliti koji se sintetiSu tokom kombuha fermenta-
cije, u koje spadaju polifenoli, glukonska i glukuronska kiselina, doprinose antioksidativnoj
aktivnosti (Mizuta i sar., 2020). VVrednosti su, za sve uzorke, izuzetno visoke (preko 80% za sve
kombuha proizvode, a za proizvode s 5 i 7% pocetnog sadrzaja Secera preko 90%), ukljucujuci
inicijalni supstrat (94,28%) i uporedivo je s pocetnim istrazivanjima, potpoglavlje 4.1.5.1, dok
su za kombuha proizvod vrednosti uporedive s etanolnim ekstraktom kombuha napitka proiz-
vedenog na crnom c¢aju, a znacajno su vece od nativnhog kombuha napitka (tabela 4.23)
(Villarreal-Soto i sar., 2019). Drugi autori su za kombuha napitak na zelenom ¢aju dobili slicne
vrednosti, preko 90%, a na crnom ¢aju je zabelezena vrednost od 38,7% (Fu i sar., 2014). Upo-
redivo visoka vrednost je zabelezena kod kombuha napitka na infuzu od kora banana (Pure i
Pure, 2016) dok su kombuha napici na razlicitom lekovitom bilju pokazivali nesto nize
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vrednosti, za odgovarajuée dane fermentacije, dostizu¢i, uglavnom, izmedu 70 i 80% nakon 10
dana (Vitas i sar., 2020). Antioksidativna aktivnost na DPPH' je za kombuha kulturom fermen-
tisani napitak od borovnice bila veoma mala (Barbosa i sar., 2022). Delovi grozda, pokozica,
semenke i meso pokazuju izrazenu antioksidativnu aktivnost na DPPH" (Sridhar i Charles,
2019). Osim toga, potvrdena je i antioksidativna aktivnost belog vina na DPPH" (Romanet i
sar., 2019).

Tabela 4.23. Antioksidativna aktivnost na DPPH' uzoraka kombuha proizvoda na efluentu vi-
narije i nefermentisane podloge

AAbppH: [%0]

Pocetni sadrzaj Secera [g/L]

t[°’C]  t[dan] 70 50 30
podloga 82,04+8,65 80,96+4,20 59,09+0,37
dan 0 04,28+0,07 93,84+0,22 84,49+0,43

3 93,91+0,00 93,77+0,14 82,83+0,07

30 6  93,91+0,14 94,06+0,00 88,48+1,67

9 94,06£0,00 94,49+0,00 93,62+0,00
3 94,57+0,22 94,86+0,07 94,930,00
25 6  9500£0,07 94,86+0,07 95,000,22
9 94,28+0,07 94,13+0,07 94,93+0,14
3 93,77+0,29 93,62+0,00 85,36+0,87
20 6 94,06£0,29 94,28+0,22 94,42+0,07
9 93,77+0,14 94,28+0,07 95,00+0,07

4.10.2.

Antioksidativna aktivnost na hidroksi radikal

Kod neinokulisane podloge uocena je veca antioksidativna aktivnost na hidroksi radikal
(AA-on) nego kod inicijalnog supstrata (tabela 4.24). Moze se pretpostaviti da je prilikom za-
grevanja, koje se desava tokom sterilizacije, doslo do razgradnje sloZzenih molekula i da se time,
za reakciju oslobodilo vise funkcionalnih grupa sposobnih da vezu hidroksi radikal, posto je
vrednost izmerena za inicijalni supstrat (18,21%) niza nego za neinokulisane podloge. Kako je
vrednost nakon inokulacije (dan 0) bila nesto ve¢a nego za uzorke podloge, dodati inokulum je
sadrzao jedinjenja koja doprinose antioksidativnoj aktivnosti. Ovi rezultati su suprotni u odnosu
na antioksidativnu aktivnost na DPPH', §to se moze objasniti razli¢itom prirodom ova dva
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radikala. DPPH" je stabilan, vestacki generisan radikal, dok je hidroksi radikal zna¢ajno maniji,
nestabilni molekul koji se prirodno javlja u ljudskom organizmu (Malbasa i sar., 2014).

Rezultati za tre¢i dan za sve temperature i sadrzaje SeCera, pokazali su nizu vrednost
antioksidativne aktivnosti na hidroksi radikal u odnosu na neinokulisane podloge, osim kod
uzoraka fermentisanih na 20 i 25 °C sa 70 g/L pocetnog Se¢era. Najmanje vrednosti izmerene
su na 30 °C, dok su rezultati dobijeni nakon fermentacije na 25 i 20 °C uporedivi. Najveci pad
antioksidativne aktivnosti tokom trajanja bioprocesa, u odnosu na nulti dan fermentacije, uoc¢en
je kod uzoraka koji su imali najnizi sadrzaj Secera, §to ukazuje da sinteza jedinjenja koja dopri-
nose aktivnosti prema hidroksi radikalu moze biti uzrokovana ve¢im sadrzajem Secera u
podlozi. Kod uzoraka fermentisanih na 25 °C s 30 i 50 g/L pocetnog Secera i fermentisanih na
30 °C s 30 g/L secera uocen je pad antioksidativne aktivnosti na hidroksi radikal do Sestog dana,
a zatim porast devetog dana, tako da je moguce da jedinjenja koja joj doprinose spadaju u se-
kundarni metabolizam ¢elija. Ukupno posmatrano, najvece vrednosti antioksidativne aktivnosti
prema hidroksi radikalu uocene su na 20 °C, posle Sest dana fermentacije, no i to je bilo malo
poveéanje u odnosu na vrednosti izmerene nultog dana bioprocesa, tako da se moze zakljuciti
da primenjena kombuha kultura, u datim proizvodnim uslovima ne doprinosi zna¢ajno sposo-
bnosti hvatanja hidroksi radikala.

Vrednosti izmerene za kombuha napitke proizvedene na tradicionalnoj podlozi od crnog
Caja i zelenog Caja bile su, nakon devet dana fermentacije za crni, a nakon ¢etiri dana za zeleni,
oko 60%, $to je, u proseku, dvostruko vise nego kod napitaka dobijenih na efluentu vinarije.
Kod kombuha napitka na crnom ¢aju je nakon ¢etiri dana fermentacije izmerena antioksidativna
aktivnost na hidroksi radikal od oko 40% (Fu i sar., 2014; Jayabalan i sar., 2008). Utvrdena je
zavisnost izmedu sadrzaja ukupnih fenola u belom vinu i koncentracije hidroksi radikala
(Marquez i sar., 2019). Poredenjem ICso vrednosti za kombuha napitak proizveden na crnom
¢aju i tradicionalno pripremljen napitak crnog caja, dobija se oko 10 puta manja vrednost za
fermentisani proizvod (Veli¢anski i sar., 2014), dok je ICso vrednost za bela vina bila uporediva
s vrednostima dobijenim za crni ¢aj (Tekos i sar., 2021).
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Tabela 4.24. Antioksidativna aktivnost na hidroksi radikal uzoraka kombuha proizvoda na

efluentu vinarije i nefermentisane podloge

AA-oH [%0]

Pocetni sadrzaj Secera [g/L]

t[°’C] 7 [dan] 70 50 30
podloga 24,76£0,48 2893+0,83 30,71+2,62
dan 0 28,751,906 3453450 30,72+1,62

3 18,24+0,00 13,51#0,35 7,97+1,50

30 6 13,16£0,92 14,32+0,69  6,12+0,12

9 12,93+2,54 16,63+254 9,47+1,85
3 30,83+4,64 27,74+393 17,26+0,60
25 6  33,19:0,43 20,90+1,96 9,01%1,15
9 3507:0,43 27,94+0,54 17,34+0,64
3 28,60+1,28 26,10+0,69 25,87+1,15
20 6  36,51+6,53 31,48+1,07 35,97+13,06
9 26,12+1,07 24,63+2,14 21,84+1,07

4.10.3.

Najvisu vrednost redukcione moci pokazao je uzorak efluenta vinarije (1,000), dok su
podloge pripremljene za inokulaciju imale, usled razblazivanja, umanjene vrednosti redukcione
modi, §to korelira s dodatom vodom (tabela 4.25). Uzorci su, na pocetku fermentacije, pokazi-
vali redukcionu mo¢ u opsegu od 0,284 do 0,501. Svi uzorci tre¢eg dana imali su vecu reduk-
cionu mo¢, u poredenju s poc¢etkom fermentacije, $to jasno ukazuje da kombuha kultura proiz-

Redukciona mo¢

vodi jedinjenja koja doprinose povecanju redukcione moc¢i napitka. Najvecu vrednost, posma-
trano za iste pocetne sadrzaje ukupnih Secera, imali su uzorci na 20 °C (za 70 g/L) i na 25 °C
(za 501 30 g/L), uz veoma malu razliku na dve nize temperature, dok je porast redukcione moci
bio najmanji na 30 °C, §to ukazuje da sintezi, za redukcionu mo¢ znacajnih jedinjenja, pogoduju
nize temperature fermentacije. Dalje trajanje bioprocesa je, kod uzoraka s 30 g/L pocetnog Se-
¢era, na svim temperaturama, uzrokovalo rast redukcione moci, dok je kod uzoraka s 50 g/L
uocena stagnacija na 30 °C, opadanje na 25 °C i rast na najnizoj temperaturi. NajviSa vrednost,
kod fermentisanih uzoraka, izmerena je na 20 °C, kod uzorka s 30 g/L pocetnog Secera (0,775).
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Kod kombuha napitka na crnom ¢aju je, posle devet dana fermentacije na sobnoj tem-
peraturi, merena redukciona mo¢ od oko 0,15 (Jayabalan i sar., 2008), dok su drugi autori merili
0,61 nakon gotovo Cetiri dana na 30 °C (Fu i sar., 2014). Kod belih vina utvrdena je redukciona
mo¢ u rasponu od 0,14 do 0,17 (Ishimoto i sar., 2006).

Tabela 4.25. Redukciona mo¢ uzoraka kombuha proizvoda na efluentu vinarije i nefermenti-
sane podloge

Redukciona mo¢ [A700]

Pocetni sadrzaj Secera [g/L]

t[°C] t[dan] 70 50 30
podloga 0,587+0,005 0,428+0,008 0,284:0,024
dan 0 0,501+0,005 0,334+0,051 0,277+0,001

3 0,515:0,004 0,436:+0,001 0,323+0,003

30 6  0,544+0,009 0,397+0,002 0,354+0,036

9  0,490+0,010 0,445:+0,001 0,388+0,001
3 0,599+0,001 0,524+0,004 0,405:0,003
25 6  0,5430,024 0,489+0,009 0,615:0,002
9  0,545:0,015 0,421+0,007 0,697+0,003
3 0,648+0,013 0,508+0,017 0,378+0,000
20 6  0,575£0,020 0,538+0,001 0,499+0,014
9  0,7730,008 0,640+0,008 0,775+0,186

4.10.4. Modelovanje antioksidativne aktivnosti kombuha napitaka na
efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

U cilju dobijanja grafickog prikaza uticaja fermentacionih parametara na antioksida-
tivnu aktivnost kombuha napitaka, radena je dalja statisticka obrada. Rezultate jednofaktori-
jalne ANOVA analize prikazuje tabela 4.26. Model antioksidativnu aktivnost na DPPH' ne o-
pisuje valjano gotovo 30% ispitivanih slucajeva, uz F-vrednost od svega 11,252, dok model
antioksidativne aktivnosti na hidroksi radikal opisuje ponaSanje sistema u gotovo 90% sluca-
jeva, uz F-vrednost od 36,777. Od modelovanih antioksidativnih aktivnosti, redukciona mo¢ je
najbolje opisana modelom, uz F-vrednost od 359,470, dok je R? vrednost izuzetno visoka
(0,986), sto ukazuje da model veoma pouzdano opisuje posmatrani sistem.
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Tabela 4.26. Rezultati jednofaktorijalne analize varijansi modelovanih odziva antioksidativne
aktivnosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Rezidual Model E. p-
Odzivi vrednost vred- R2
DF SS MS DF SS MS nost
AADPPH 21 13427 6394 5 35972 71,940 11252 0000 0,728
AA-oH 21 16034 7,635 5 14040 280,81 36,777 0000 0,898
Red::l‘f)cc,'ona 21 0,003 0000 5 0260 0050 359470 0,000 0,986

DF — broj stepeni slobode, SS — suma kvadrata, MS — suma srednjih kvadrata

Modeli antioksidativne aktivnosti prikazani su graficki odzivnim povr§inama (slika
4.28), dok koeficijente regresione jednacine modela prikazuje tabela 4.27. Na antioksidativnu
aktivnost prema DPPH-" statisticki zna¢ajan pozitivan uticaj ima temperatura fermentacije, dok
je uticaj pocetnog sadrzaja SeCera negativan, a interakcija ispitivanih parametara nema znac¢ajan
uticaj. Sa grafickog prikaza modela se uoc¢ava da su vise vrednosti zabeleZene pri viSim pocet-
nim sadrzajima Secera, dok je srednja ispitivana temperatura fermentacije najpogodnija. Na an-
tioksidativnu aktivnost prema hidroksi radikalu uticaj imaju linearni ¢lanovi oba ispitivana fak-
tora, kao 1 njihova interakcija, pri cemu je brojna vrednost uticaja temperature znacajno visa.
Na grafickom prikazu modela se uoc¢ava da se vise vrednosti beleze na najnizoj ispitivanoj tem-
peraturi, dok je uticaj SeCera manje izrazen. Na redukcionu mo¢ kombuha napitaka statisticki
znacajan uticaj imaju svi testirani parametri modela, a sa grafickog prikaza se vidi da su najviSe
vrednosti redukcione mo¢i na najniZoj ispitivanoj temperaturi i najviSem sadrzaju Secera, uz
kontinuiran pad ka drugom ekstremu ispitivanih procesnih parametara, najvisoj temperaturi i
najnizem sadrzaju Secera.
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Tabela 4.27. Koeficijenti regresione jednacine i njihove p-vrednosti modelovanih odziva anti-
oksidativne aktivnosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fermentacije

Clanovi odsecak linearni kvadratni interakcija
bo b1 b2 b11 b2 b2
AADPPH" vrednost -26,718 8,068* -0,170* 0,789* -0,008* 0,007
p-vrednost 0,343 0,001* 0,001* 0,021* 0,006* 0,369
AA-OH vrednost -64,228* 8,133* -0,209* -0,001 -0,002 0,019*
p-vrednost 0,045* 0,002* 0,000* 0,999 0,399 0,030*
Eli%“kc'ona vrednost 5 geax  0083* -0002* 0013* 0,000  0,000%
p-vrednost 0,000* 0,000 0,000 0,000 0,031* 0,000*

*Efekti su statisticki znacajni, p < 0,05; 1 — temperatura; 2 — pocetni sadrzaj Secera
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Slika 4.28. Odzivne povrsine koje opisuju uticaj temperature fermentacije i poCetnog sadrzaja
Secera na antioksidativne aktivnosti kombuha napitaka na efluentu vinarije nakon tri dana fer-
mentacije: a) na DPPH’, b) na hidroksi radikal i ¢) za redukcionu mo¢
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5. Zakljucak

Cilj ove doktorske disertacije bilo je ispitivanje moguénosti koris¢enja efluenta vinarije
za proizvodnju novog tipa kombuha napitka, kao i fizicka, hemijska, antioksidativna i mikro-
bioloska karakterizacija dobijenog proizvoda, uz testiranje njegovog antimikrobnog potenci-
jala.

Novi kombuha proizvod je moguce proizvesti na efluentu vinarije, uz minimalne tro-
Skove oko sirovine. Potrebna je samo voda za razblazivanje efluenta u procesu pripreme
podloge za kultivaciju, dok dodatak nutrijenata nije nuzan. Najveci energetski ulaz je energija
potrebna za sterilizaciju efluenta, dok se ovakvom primenom otpadni tok u potpunosti isko-
riS¢ava i koristi za proizvodnju kombuha napitka, bez generisanja novog otpada. Ovaj zaklju¢ak
potvrduju sledece Cinjenice:

e Sadrzaj rezidualnog Secera se, ocekivano, smanjivao s trajanjem bioprocesa, s
tim $to je na 30 °C, u prva tri dana, dinamika usvajanja Secera znacajno visa
kada je njegovo pocetni sadrzaj manji. Nakon tri dana dobijaju se napici ¢iji je
sadrzaj Secera, za sve ispitivane uslove fermentacije u rasponu od 0,84 do 12,22
9/200 mL.

e Vrednost pH se kod svi uzoraka kretala u veoma uskom opsegu, od 2,83 do 3,85,
dok je ukupna kiselost brzo rasla i dostizala preko 35 g/L nakon devet dana fer-
mentacije na 30 °C.

e Rast biomase je, u poredenju s tradicionalnim kombuha napitkom, znacajno u-
vecan, $to otvara prostor za primenu ovog supstrata za proizvodnju bakterijske
celuloze koja ima niz potencijalnih primena i prednosti u poredenju s celulozom
biljnog porekla. Ovaj fenomen je bio narocito izraZzen kada je bioproces voden
na maksimalnim vrednostima temperature 1 pocetnog sadrzaja Secera (30 °C 1
70 g/L pocetni sadrzaj Secera).

e Sircetna kiselina je, i u ovom istrazivanju, potvrdena kao dominantna organska
kiselina u kombuha proizvodima. Proizvodnja sir¢etne kiseline je direktno pro-
porcionalna temperaturi fermentacije, dok je uticaj pocetnog sadrZzaja Secera
znacajno manji. Nakon nje, najzastupljenije su bile oksalna, koja se uobi¢ajeno
javlja u kombuha napitku i vinska kiselina, koja nije tipi¢ni proizvod metaboli-
zma kombuha kulture; medutim, ovde potice od sirovine koriS¢ene za proizvod-
nju i na njen sadrzaj ne uti¢e znacajno temperatura fermentacije, samo pocetno
razblaZivanje efluenta vinarije. Mlecna kiselina je odredena na efluentu vinarije
i podlozi za proizvodnju, medutim nije je bilo moguce odrediti ni u jednom pro-
izvodu dobijenom fermentacijom na 30 i 25 °C, osim nakon tri dana fermenta-
cije sa 70 g/L pocetnog Secera, dok je kod proizvoda fermentisanih na najnizoj
ispitivanoj temperaturi bila prisutna u svim, osim kod uzorka s 30 g/L poc¢etnog
Secera, nakon devet dana fermentacije.

e Vrednosti antioksidativne aktivnosti prema DPPH' i redukciona mo¢, novog
kombuha proizvoda su izuzetne, zna¢ajno vise u poredenju s tradicionalnim na-
pitkom, narocito antioksidativna aktivnost na DPPH', mada je i redukciona mo¢
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bila visa nego kod kombuha napitka na tradicionalnom supstratu, dok je anti-
oksidativna aktivnost na hidroksi radikal zna¢ajno niza nego $to je to uobicajeno
za tradicionalni kombuha napitak.

e Vitamin C odreden je u svim uzorcima kombuha napitaka, mada je njegov sadr-
zaj bio nizi nego u efluentu vinarije. Dinamika promene sadrzaja vitamina C je
takva da je on u svim uzorcima smanjivan na pocetku kultivacije, da bi, kod
veéine uzoraka, rastao izmedu Sestog i devetog dana. Razgradnja vitamina C bila
je bitno manje izrazena na nizoj temperaturi, tako je ona pozeljnija, ukoliko se
zeli dobiti kombuha napitak s ve¢im sadrzajem vitamina C.

e Pocetno visoki sadrzaj ukupnih fenola smanjen je razblazivanjem, ali je prime-
njena kombuha kultura sintetisala fenolne materije, tako da su svi kombuha pro-
izvodi nakon devet dana fermentacije imali visi sadrzaj ukupnih fenola nego na
pocetku fermentacije. Dinamika promene sadrzaja ukupnih fenola zavisila je od
konkretnih procesnih parametara, tako je na najvi$oj temperaturi porast bio kon-
tinuiran, dok je na najnizoj temperaturi prvo uocen pad, a zatim rast sadrzaja
ukupnih fenola, a na srednjoj je trend zavisio i od pocetnog sadrzaja Secera u
podlozi.

e Od ispitivanih fenolnih kiselina, jedino je galna bila prisutna u svim uzorcima,
dok sinapinska nije detektovana ni u jednom uzorku, a ferulna jedino u inicijal-
nom supstratu. Sve ostale fenolne kiseline su detektovane samo u pojedinim u-
zorcima.

e Sviuzorci koji su ispitivani pokazali su znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost prema
predstavnicima i Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija, dok prema
kvascu nije uoc¢ena nikakva antimikrobna aktivnost. Ukupan broj bakterija bio
je, tre¢eg dana, sli¢an kao u kombuha napitku na crnom ¢aju, dok je ukupan broj
kvasaca na 20 i 30 °C bio sli¢an, a na 25 °C za oko jednu logaritamsku jedinicu
vecli.

e Posmatrajuéi uzorke koji su senzorno odabrani kao pogodni za konzumaciju,
utvrdeno je da sadrzaj etanola u njima odgovara zahtevima za bezalkoholne na-
pitke, osim za dva: sa najvi$im sadrzajem Secera na dve viSe temperature.

e Matematicko modelovanje odabranih pokazatelja fermentacije kombuhe na
efluentu vinarije pokazalo je veoma dobru korelaciju s eksperimentalnim vred-
nostima dobijenim u ovom istraZivanju.
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zac ukoriciti iza teksta doktorske disertacije, odnosno doktorskog umetnickog
projekta.

Plan tretmana podataka

Valorizacija proizvoda fermentacije kombuhe na otpadnom toku iz proizvodnje vina

Univerzitet u Novom Sadu, Tehnoloski fakultet Novi Sad

Istrazivanje se sprovodi u okviru nacionalnog programa 451-03-68/2022-14/200134

1.1 Vrsta studije

Ukratko opisati tip studije u okviru koje se podaci prikupljaju

Doktorska disertacija

1.2 Vrste podataka

vantitativni

b) kvalitativni

1.3. Nacin prikupljanja podataka
a) ankete, upitnici, testovi
b) klini¢ke procene, medicinski zapisi, elektronski zdravstveni zapisi

V) genotipovi: navesti vrstu

g) administrativni podaci: navesti vrstu

d) uzorci tkiva: navesti vrstu

snimci, fotografije: navesti vrstu___ fotografije uzoraka

ekst, navesti vrstu literatura

7) mapa, navesti vrstu
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@stalo: opisati web sadrzaj

1.3 Format podataka, upotrebljene skale, koli¢ina podataka

1.3.1 Upotrebljeni softver i format datoteke:

xcel fajl, datoteka _xIxs

b) SPSS fajl, datoteka
c) PDF fajl, datoteka

ekst fajl, datoteka __docx
PG fajl, datoteka __png. jpeq. tif.

f) Ostalo, datoteka statisticki softver Statistica 13, Design-Expert 8.1

1.3.2. Broj zapisa (kod kvantitativnih podataka)

a) broj varijabli _veliki broj

b) broj merenja (ispitanika, procena, snimaka i sl.)

1.3.3. Ponovljena merenja

@v

b) ne

Ukoliko je odgovor da, odgovoriti na slede¢a pitanja:

a) vremenski razmak izmedu ponovljenih mera je uzastopno

b) varijable koje se viSe puta mere odnose se na ___sve eksperimentalne analize
V) nove verzije fajlova koji sadrze ponovljena merenja su imenovane kao
Napomene:

Da li formati i softver omogucavaju deljenje i dugorocnu validnost podataka?

Da

b) Ne
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Ako je odgovor ne, obrazloziti

2.1 Metodologija za prikupljanje/generisanje podataka

2.1.1. U okviru kog istrazivackog nacrta su podaci prikupljeni?

a) eksperiment, navesti tip bioloSka analiza, hemijska analiza, statisti¢ka analiza

b) korelaciono istrazivanje, navesti tip __obrada podataka AOVA, RSM

c) analiza teksta, navesti tip

d) ostalo, navesti sta pregled dostupne literature iz oblasti, definisanje nadina izvodenja istraziva-
nja, diskusija rezultata i poredenje sa literaturnim podacima, izvodenje zakljucaka.

2.1.2 Navesti vrste mernih instrumenata ili standarde podataka specificnih za odredenu naucnu
disciplinu (ako postoje).

HPLC sistem Agilent 1100 serije (Santa Klara, Kalifornija, SAD), pH-metar ADWA AD 1000
pH/mV i Temperature Meter (Segedin, Madarska), inkubator s hladenjem Domel Cool Incubator 23 (Ze-
lezniki, Slovenija), spektrofotometar LLG-uniSPEC2 Spectrophotometer (Mekenhajm, Nemacka), centri-
fuga Tehtnica LC-320 (Zelezniki, Slovenija), analiticka vaga Shimadzu AX200 (Kjoto, Japan), tehni¢ka
vaga Shimadzu BL-2200H (Kjoto, Japan).

2.2 Kvalitet podataka i standardi

2.2.1. Tretman nedostaju¢ih podataka

a) Da li matrica sadrzi nedostajuce podatke? D

Ako je odgovor da, odgovoriti na sledeca pitanja

a) Koliki je broj nedostajuc¢ih podataka?

b) Da li se korisniku matrice preporucuje zamena nedostaju¢ih podataka? Da Ne

V) Ako je odgovor da, navesti sugestije za tretman zamene nedostaju¢ih podataka
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2.2.2. Na koji nacin je kontrolisan kvalitet podataka? Opisati

Kvalitet podataka je kontrolisan izvodenjem viSestrukih merenja i primenom statisti¢kih alata za
evaluaciju njihovog kvaliteta.

2.2.3. Na koji nacin je izvrSena kontrola unosa podataka u matricu?

Kontrola unosa podataka je izvrSena uporedivanjem dobijenih podataka sa literaturnim podacima.

3.1. Tretman i ¢uvanje podataka

3.1.1. Podaci ¢e biti deponovani u Nacionalnom repozitorijumu disertacija u Srbiji i u repozitori-
jumu Informacionog sistema naucne delatnosti Univerziteta u Novom Sadu..

3.1.2. URL adresa https://nardus.mpn.gov.rs, http://www.uns.ac.rs/index.php/univerzitet/javnos-
trada-2/javni-uvid-doktorske

3.1.3. DOI

3.1.4. Da li ¢e podaci biti u otvorenom pristupu?

a)

b) Da, ali posle embarga koji ¢e trajati do
V) Ne

Ako je odgovor ne, navesti razlog

3.1.5. Podaci nece biti deponovani u repozitorijum, ali ¢e biti cuvani.

Obrazlozenje
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3.2 Metapodaci i dokumentacija podataka

3.2.1. Koji standard za metapodatke ¢e biti primenjen?

3.2.1. Navesti metapodatke na osnovu kojih su podaci deponovani u repozitorijum.

Ako je potrebno, navesti metode koje se koriste za preuzimanje podataka, analiticke i proceduralne
informacije, njihovo kodiranje, detaljne opise varijabli, zapisa itd.

3.3 Strategija i standardi za ¢uvanje podataka

3.3.1. Do kog perioda ¢e podaci biti cuvani u repozitorijumu?
3.3.2. Da li ¢e podaci biti deponovani pod Sifrom? Da

3.3.3. Da li ¢e Sifra biti dostupna odredenom krugu istraZzivaca? Da Ne

3.3.4. Da li se podaci moraju ukloniti iz otvorenog pristupa posle izvesnog vremena?

o

Obrazloziti

e
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Ovaj odeljak MORA biti popunjen ako vasi podaci ukljucuju li¢cne podatke koji se odnose na
ucesnike u istrazivanju. Za druga istrazivanja treba takode razmotriti zastitu i1 sigurnost podataka.

4.1 Formalni standardi za sigurnost informacija/podataka

Istrazivaci koji sprovode ispitivanja s ljudima moraju da se pridrzavaju Zakona o zastiti podataka
o liénosti (https://www.paragraf.rs/propisi/zakon_o_zastiti_podataka_o_licnosti.html) i odgovarajuceg
institucionalnog kodeksa o akademskom integritetu.

4.1.2. Da li je istrazivanje odobreno od strane eti¢ke komisije? Da Ne

Ako je odgovor Da, navesti datum i naziv eticke komisije koja je odobrila istrazivanje

4.1.2. Da li podaci ukljucuju li¢ne podatke uéesnika u istrazivanju? Da Ne

Ako je odgovor da, navedite na koji nacin ste osigurali poverljivost i sigurnost informacija vezanih
za ispitanike:

a) Podaci nisu u otvorenom pristupu
b) Podaci su anonimizirani
C) Ostalo, navesti §ta

5.1. Podaci ce biti

vno dostupni

b) dostupni samo uskom krugu istrazivaca u odredenoj naucnoj oblasti

C) zatvoreni

Ako su podaci dostupni samo uskom krugu istrazivaca, navesti pod kojim uslovima mogu da ih
koriste:
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Ako su podaci dostupni samo uskom krugu istraZivaca, navesti na koji nacin mogu pristupiti po-
dacima:

5.4. Navesti licencu pod kojom ée prikupljeni podaci biti arhivirani.

Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade

6.1. Navesti ime i prezime i mejl adresu vlasnika (autora) podataka

Stefan Vukmanovié, s.vukmanovic@uns.ac.rs

6.2. Navesti ime i prezime i mejl adresu osobe koja odrzava matricu s podacima

Stefan Vukmanovié, s.vukmanovic@uns.ac.rs

6.3. Navesti ime i prezime i mejl adresu osobe koja omogucuje pristup podacima drugim istrazi-
vacima

Stefan Vukmanovié, s.vukmanovic@uns.ac.rs
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