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1.UVOD

Cajna gljiva ili kombuha, vodi poreklo sa Dalekog Istoka, gde se vekovima koristila za
pripremanje napitka, za koji se veruje, da osim osvezavajuceg, poseduje i lekovito dejstvo.
Nakon II Svetskog rata, zbog svojih blagotvornih svojstava, postala je predmet nau¢nih
istrazivanja koja su tokom poslednje dve decenije sve brojnija.

Kultura cajne gljive je sloZen sistem, koga ¢ini simbioza vise vrsta kvasaca i sircetnih
bakterija. Ne moze se govoriti o tatnom i potpunom mikrobioloskom sastavu, jer varira od
jedne do druge kulture i zavisi od mnogih faktora.

Za kultivaciju cajne gljive se koristi jednostavna hranljiva podloga; saharoza, kao izvor
ugljenikovih atoma i crni ¢aj, kao izvor azota, mineralnih materija i1 faktora rasta. U
odredenom inkubacionom periodu, od 7 do 10 dana, ovaj supstrat se prevodi u prijatan,
blago kiseo i gaziran osvezavajuci napitak. Hemijskim analizama je utvrdeno da napitak
sadrzi brojna jedinjenja znacajne nutritivne i farmakoloske vrednosti.

Poslednjih godina, u razli¢itim krajevima sveta, su se na trzistu pojavili razliciti
komercijalni proizvodi od kombuhe, ¢ija su osnova, osim uobicajene, ekstrakti zelenog
Caja, papaje, aloje ili razlicitog voca, Sto je u skladu sa trenutnim medicinskim trendovima.
Ipak, za pripremanje napitka od ¢ajne gljive tradicionalno je najzastupljeniji crni Caj. Ne
treba zanemariti Cinjenicu da upotreba caja kao supstrata, ¢ini pripremu napitka od ¢ajne

gljive u domacinstvu veoma jednostavnom.

Postoje brojne informacije o uticaju ¢aja Camellia sinensis (1..) na zdravlje ljudi. Ovaj
napitak se veoma dugo konzumira u mnogim zemljama, a i u danadnje vreme interes za
njega raste, zbog brojnih nau¢nih podataka, koji ukazuju na blagotvorne efekte i prevenciju
hroni¢nih bolesti. U Evropu su ¢aj kao lekovitu biljku uvezli portugalski i holandski
pomorci. Tokom godina ¢aj je postao sastavni deo ishrane i navika Zivljenja. Starenje
populacije i ograni¢enja moderne medicine prouzrokovali su da mnogi ljudi traZe nove

na¢ine da pobolj3aju svoje zdravlje.

Sastav i osobine ¢aja, kao i pozitivni zdravstveni efekti koje izaziva, su i u popularnoj i

u nauénoj literaturi dobro opisani.

Naucno su dokazana antimikrobna svojstva napitka od ¢ajne gljive. Medutim, podaci o
blagotvornim efektima napitka od ¢ajne gljive, zasnivaju se, vecinom, na svedoCenjima
korisnika. Prema tim informacijama, on lekovito deluje na razliCite bolesti, od kojih su
mnoge inicirane ili promovisane dejstvom slobodnih radikala. Crni Caj, osnovni konstituent
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podloge za kutivaciju Cajne gljive, sadrzi jedinjenja sa antioksidativnim svojstvima, te se
moZe pretpostaviti da zbog toga i napitak od ¢ajne gljive pokazuje antioksidativne efekte,
pogotovo ako se uzme u obzir da fermentacijom kombuhe nastaju jo§ neka jedinjenja, koja
su po svojoj prirodi antioksidanti.

U naucnoj i strucnoj literaturi vezanoj za problematiku ¢ajne gljive, veé¢ su objavljeni
brojni podaci, kojim se karakteriSe hemijski i mikrobioloski sastav, kao i antimikrobna
svojstva napitka, medutim o antioksidativnim osobinama ima veoma malo podataka i
odnose se eksperimente sa Zivotinjama, u kojima je ispitivan oksidativni stres. Treba
napomenuti da istrazivanja vezana za antioksidativnu aktivnost napitka od cajne gljive,
pracena preko transformacije i stabilizacije slobodnih radikala, do sada nisu radena, %to
ostavlja dosta prostora za dalji rad u toj oblasti.

Uzimajuci u obzir Stetnost delovanja slobodnih radikala i znacaj antioksidanata, cilj
ovog rada je bio istrazivanje i merenje antioksidativne aktivnosti razli¢ito pripremljenih
napitaka i fermentativnih tecnosti od Cajne gljive, i to prvenstveno pracenjem sposobnosti
transformacije i stabilizacije slobodnih radikala, kako veoma reaktivnih hidroksi-radikala,
tako i manje reaktivnih, stabilnih 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. Osim toga
odredeni su i neki od metabolita ¢ajne gljive za koje se zna da imaju antioksidativno
delovanje, pri ¢emu je akcenat stavljen na vitamine B, i C, jedinjenja na ¢iju stabilnost
utice kontakt sa kiseonikom, svetlost i voda kao rastvarac, kao i na organske kiseline koje
stabilizuju napitak od kombuhe.
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2.0PSTI DEO

2.1. CAJNA GLJIVA

Napitak od cajne gljive ili kombuhe je tradicionalno osvezavajuée i pomocéno lekovito
sredstvo, koje se priprema u kucnoj radinosti fermentacijom zasladenog crnog ili zelenog
Caja, koristeci simbiotsku kulturu kvasaca i bakterija. Proizvod fermentacije je slatkast,
blago gaziran i osvezavajuci. Konzumira se Sirom sveta, ali tradicionalno najvise u Kini,
Rusiji i Nemackoj. Poslednjih godina su se na inostranom trzistu, u Nemackoj, Austriji,
Madarskoj, Hrvatskoj, Australiji i SAD, pojavili i razli¢iti komercijalni proizvodi od
kombuhe, uz intenzivhu ekonomsku propagandu. Medijski je najvise promovisana u SAD,
uz preporuke da snizava krvni pritisak, suzbija artritis, ojacava imuno sistem i leci rak. Ovi
diskutabilni zdravstveni efekti su izazvali povecan interes za kombuhu, ali ipak treba
naglasiti da nisu nauc¢no dokazani (Greenwalt i sar., 2000).

Kombuha se konzumira, prema zapisima, jos od 220 god. p.n.e. za vreme vladavine
dinastije Tsin u Mandzuriji. Odatle je trgovackim putevima stigla do Rusije i Isto¢ne
Evrope. Napitak je postao veoma popularan u Rusiji i njime su tretirane razlicite
metabolicke bolesti, hemoroidi i reumatizam. Zabelezeno je da je nakon Il Svetskog rata, u
ruskim regijama gde se masovno pio napitak od ¢ajne gljive, bila znacajno niza stopa
kancerogenih oboljenja u odnosu na druga podrucja. Poznato je da je tada stepen
zagadenja, izazvan industrijom, kao i otrovima prisutnim iz rata, bio izuzetno visok (Frank,
1995).

Tokom II Svetskog rata, konzumiranje napitka od cajne gljive se iz Rusije prenelo u
Zapadnu Evropu i u Severnu Afriku (Blanc, 1996). Evropljani su ga koristili uglavnom

zbog njegovih detoksifikujucih efekata na krv i digestivni sistem.

Cajna gljiva je poznata pod razli¢itim nazivima, kao $to su kombuha, japanska Cajna
gliiva, indijska ¢ajna gljiva, mandzurijska gljiva, cudesna gljiva, hongo, ruska meduza,
Zajni grib, olinka, champignon de longue vie, funko cinese, ling zhi, kocha kinoko, haipao i
dr. Lindau je ¢ajnoj gljivi dao latinski naziv Medusomyces gisevii (Steiger, Steinegger,
1957). U literaturi se pojavio i latinski naziv Auricularia delicata (Filho i sar., 1985). I
jedan i drugi sistemski naziv su pogredni, zbog toga Sto su prvim nazivom obuhvaceni
samo kvasci, a drugi naziv je neprihvatljiv, jer u rod Auricularia spadaju prave pecurke
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(Jankovi¢, 1995). Na nasim prostorima najvise su zastupljeni nazivi ¢ajna gljiva i kombuha
i zbog toga ce se u daljem tekstu samo oni i pominjati.

2.1.1. MIKROBIOLOSKI SASTAV

Pojam cajne gljive ili kombuhe se vezuje za plutaju¢u mikrobiolodku zajednicu
sastavljenu od sir¢etnih bakterija i kvasaca. Zapravo, plutaju¢u opnu ¢ini celuloza stvorena
tokom Kkultivacije i u njoj su prisutni i kvasci i bakterije. Potrebno je naglasiti da su
bakterije u ovoj simbiozi striktni aerobi, dok se kvasci smatraju fakultativno anaerobnim.
Tokom svake fermentacije na gornjoj povrsini ove zajednice formira se nov sloj celuloze,
koji je jasno vidljiv golim okom i moze se lako razdvojiti (Schramm, Hestrin, 1954;
Greenwalt, 2000).

Bazarewski (1915) je delovanje zdruzene kulture ¢ajne gljive objasnio na sledec¢i nacin:
kvasci iz Secera stvaraju etanol, koji sluzi bakterijama kao izvor energije, iz koga one
stvaraju sircetnu kiselinu. Stvorena sir¢etna kiselina $titi zajednicu od konkurencije
mikroorganizama slabije prilagodenih kiseloj sredini. Kvasci saharozu razgraduju dejstvom
enzima invertaze (Steiger, Steinegger, 1957).

Dokazano je da kofein i sli¢na jedinjenja, teofilin i teobromin, stimulisu bakterijsku
produkciju celuloze. Ovi metilksantini inhibiraju normalno postoje¢i prekidacki (eng.
switch off) mehanizam celuloza-sintetaze (Fontana i sar., 1991). RaspoloZivost kiseonika u
simbiozi je maksimalna ako je sastojak supstrata kofeinizovani ¢aj. Ipak, povecanje nivoa
kofeina za 4 do 16 puta, u odnosu na normalni nivo (40 mg), inhibira fermentaciju
kombuhe (Greenwalt i sar., 1998).

Mikrobioloski sastav ajne gljive varira od jedne do druge kulture, $to uglavnom zavisi
od geografskog porekla. Rodovi bakterija Acetobacter 1 Gluconobacter su
najrasprostranjeniji prokarioti u ovoj kulturi. Spadaju u familiju Acetobacteriaceae i jedna
od osnovnih razlika ovih rodova ogleda se u tome 3to bakterije roda Acetobacter imaju
sposobnost da oksiduju acetat i laktat do ugljenik(IV)-oksida i vode, dok Gluconobacter
bakterije nemaju tu sposobnost (De Ley i sar., 1984). Istrazivanja mnogih nau¢nika su
pokazala da je Acetobacter xylinum primarna bakterija u ovoj simbiozi (Danielova, 1954;
Konovalov, Semenova, 1955; Sievers i sar., 1995; Roussin, 1996). Acetobacter xylinum
stvara celulozu kao proizvod sekundarnog metabolizma. Ekskrecija celuloze zavisi od
koncentracije ¢elija u kultivacionoj smesi i povriine zone aeracije (Schramm, Hestrin,
1954). Makroskopski i mikroskopski izgled kulture ¢ajne gljive prikazan je na slici 1.
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Prema novijoj literaturi, osim prisustva bakterije Acetobacter xylinum kao primarne, tu
su jo$ i Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus i Gluconobacter oxydans (Liu i sar..
1996). U tabeli 1 prikazan je mogué¢ mikrobioloski sastav simbioze ¢ajne gljive (rodovi i
vrste). Tabela 1 je nastala koris¢enjem vise literaturnih izvora, $to je navedeno u daljem

tekstu.

Tabela 1. Mikrobioloski sastav simbioze Cajne gljive (rodovi i vrste)

Kvasci Bakterije

Pichia Acetobacter xylinum
Zygosaccharomyces Acetobacter aceti
Saccharomyces Acetobacter pasteurianus
Torulopsis Gluconobacter oxydans
Mycotorula

Schizosaccharomyces
Saccharomycodes

Mycoderma

Candida

Bretanomyces intermedius

Candida famata

Candida crusei

Pichia membranefaciens

Pichia fluxuum

Saccaromyces cerevisiae subsp. aceti
Saccaromyces cerevisiae subsp. cerevisiae
Torulaspora delbrueckii
Zygosaccharomyces bailii
Zygosaccharomyces rouxii
Zygosaccharomyces kombuchaensis
Kloeckera apiculata

Kluyveromyces africanus

U odnosu na bakterije, u simbiozi ¢ajne gljive je zastupljen znatno veci broj vrsta
kvasaca (Tabela 1). Hesseltine (1965) je utvrdio prisustvo kvasaca Pichia i
Zygosaccharomyces. 1z uzoraka kombuhe iz Meksika, Herrera i Calderon-Villagomez
(1989) su izolovali Brettanomyces intermedius, Candida famata, Pichia membranefaciens,
Saccharomyces cerevisiae subsp. aceti, Saccharomyces cerevisiae subsp. cerevisiae,
Torulaspora delbrueckii, Zygosaccharomyces bailii i Zygosaccharomyces rouxii. Za Cajnu
gljivu, koja je zastupljena na nadim prostorima, se smatra da je poreklom iz Rusije. U njoj
je Jankovi¢ (1995) utvrdila prisustvo rodova kvasaca Saccharomyces, Torulopsis,
Mycotorula, Schizosaccharomyces, Saccharomycodes, Mycoderma, Pichia i Candida.
Mayser i saradnici (1995) su sproveli studiju o mikrobnom sastavu brojnih uzoraka
kombuhe sakupljenih iz razli¢itih domacinstava u Nemackoj. Svi izolati kvasaca, koje su
dobili, nalaze se u Americkoj kolekciji kultura (ATCC). Pokazalo se da je sastav kvasaca u
zajednici veoma promenljiv, a da su najcesce zastupljeni rodovi Saccharomyces i
Zygosaccharomyces. Roussin (1996) je determinisao Zygosaccharomyces i Saccharomyces
cerevisiae kao tipicne kvasce u severnoamerickoj kombuhi. Kurtzman i sar. (2001) su u
napicima od kombuhe poreklom iz Rusije i SAD pronadli novu vrstu kvasca

6
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Zygosaccharomyces kombuchaensis, a takode pominju i kvasac Pichia fluxuum koji se ne
navodi u drugim literaturnim podacima. Steels i sar. (2002) su ispitivali osobine kvasca
Zygosaccharomyces kombuchaensis, pri ¢emu su utvrdili razlike u fizioloskim osobinama
u odnosu na sli¢ne vrste Zygosaccharomyces lentus i Zygosaccharomyces bailii.
Dominantne vrste kvasaca izolovane iz kombuhe karakteristicne za podneblje Ankare
(Turska) su: Saccharomyces cerevisiae, Candida krusei, Kloeckera apiculata i
Kluyveromyces africanus (Safak i sar., 2002).

Mayser i sar. (1996) su zabelezili veoma nizak nivo kontaminacije patogenim i
mikroorganizmima kvarenja, i zaklju¢ili da se napitak od cajne gljive moze bezbedno
spravljati u domacinstvu, naravno pod uslovom da se striktno postuje uputstvo o pripremi.
Roussin (1996) je testirao oko 900 uzoraka kombuhe i nijednom nije utvrdio prisustvo
humanog patogena Candida albicans, mada je u nekoliko uzoraka bilo vidljivo prisustvo

plesni Aspergillus niger i Penicillium notatum.

2.1.2. OD CAJA DO NAPITKA OD KOMBUHE-KULTIVACIJA

Uobicajeni supstrat za gajenje Cajne gljive je crni ¢aj zasladen saharozom, odnosno
belim Secerom. Caj za mikroorganizme kombuhe predstavlja izvor azota i mineralnih
materija, dok saharoza predstavlja izvor C-atoma. Koli¢ina saharoze u supstratu, krece se
od 5 do 8% (Reiss, 1987), a crnog ¢aja od 1,5 do 4,5 g/L (Sievers i sar., 1995, Greenwalt i
sar., 1998, Petrovic i sar., 1999).

Kultivacija ¢ajne gljive se odvija na temperaturi od 25 do 30°C (Danielova, 1954;
Petrovi¢ i sar., 1997), u aerobnim uslovima, zbog ¢ega se koriste sudovi sa Sirokim

otvorom, jer je potrebno obezbediti potpuniji aktivni kontakt sa kiseonikom.

Inokulacija supstrata je moguca sa vlaznom ili suvom Zelatinoznom opnom, ¢ajnom
gliivom u uZzem smislu, ili sa fermentativnom tecnos¢u iz prethodne fermentacije

(Konovalov, Semenova, 1955).

Tokom fermentacije, na povrsini kultivacione te¢nosti Cajna gljiva stvara, vec
pomenutu, belo-braonkastu celuloznu Zelatinoznu opnu-navlaku (Slika la), koju na
povriini odrzavaju mehurici ugljenik(1V)-oksida, uglavnom nastalog razgradnjom Secera u

prisustvu kvasaca.

Cajna gljiva se moze kultivisati i na drugim supstratima, kao $to su crno pivo, koka-
kola, kafa (Reiss, 1987), laktoza, glukoza, fruktoza (Reiss, 1994), crno vino, belo vino,
alkoholno sirce, vinsko siré¢e (Jankovié¢, 1995), ekstrakt topinambura (Petrovi¢ i sar., 1997;

7
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Petrovic¢ i sar., 1998-1999; Malbasa, 2000), melasa (Lonéar i sar., 2001), rtanjski cayj,
chinacea, menta (Cvetkovi¢, 2003), ali su se kao najbolji i opite prihvaceni pokazali
zasladeni crni i zeleni ¢aj (Greenwalt i sar., 1998). Razlozi koji daju prednost crnom ili, u
novije vreme, zelenom Caju su brojni: jednostavna priprema, veoma dobre senzorne
karakteristike proizvedenog napitka i osvedoceno prisustvo bitnih hemijskih jedinjenja-
proizvoda metabolizma ¢ajne gljive (mle¢na, glukonska i glukuronska kiselina).

Kao supstrat je moguce upotrebiti i mleko, pri ¢emu se dobijaju nisko energetski
fermentisani mle¢ni proizvodi, senzorno veoma prihvatljivi i bolje odrZivosti od jogurta
proizvedenog pomocu uobicajene jogurtne kulture (Loncar i sar., 2001; Milanovi¢ i sar.,
2002).

Trajanje fermentacije prilikom pripreme napitka obi¢no je izmedu 6 i 10 dana, dok se
produzenom kultivacijom dobija proizvod slican jabukovom i vinskom siréetu (Reiss,
1987; Jankovic, 1995: Frank, 1995; Chen, Liu, 2000).

2.1.3. HEMIJSKI SASTAV FERMENTATIVNE TECNOSTI

Proizvodi metabolizma ¢ajne gljive su brojni. Osnovni sastojci napitka od cajne gljive

su prikazani u tabeli 2.

Tabela 2. Osnovni sastojci napitka od cajne gljive

Komp. Seceri Kiseline Vitamini Enzimi Joni Alkoholi
esencijalnih
elemenata
: W
saharoza glukonska C invertaza Cu etanol
glukoza mlecna 13, amilaza Fe
fruktoza glukuronska B, katalaza Mn*
. 24
vinska B, citohrom- Ni
oksidaza
= - 3
¢ilibarna By Zn
jabucna B,
limunska p-amino-
benzoeva
kiselina
oksalna
malonska
Literatura | Steiger, Steinegger,  Valentin, 1930 Danielova, 1957 Danielova, Petrovi¢ 1 sar, Steiger,
' 1957 Reiss, 1987 Petrovi¢, Lonar, 1957 1999 Steinegger,
Sievers i sar , 1995 Blanc, 1996 1996 Kappel, Bauer-Petrovska, 1957
Roussin, 1996 lLontar 1+ sar. Bauer-Petrovska, Anken, 1993 Petrushevska- Reiss, 1987,
2000 Petrushevska- Tozi, 2000 1994
Tozi, 2000
8
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Osim jedinjenja prikazanih u tabeli 2, utvrdeno je i prisustvo 14 aminokiselina,
biogenih amina (List, Hufschmidt, 1959), vitamina E u tragovima, kofeina (Greenwalt i
sar., 1998, 2000), antibiotski aktivnih materija (Hesseltine, 1965) i usninske kiseline
(Hauser, 1990). Usninsku kiselinu je poku3ao da odredi i Blanc (1996), ali je taj poku3aj
ostao neuspesan.

U tabeli 3, prikazan je literaturno utvrden sadrzaj primarnih hemijskih komponenata u
napitku od cajne gljive, proizvedenom fermentacijom na crnom ¢aju.

Tabela 3. Sadrzaj primarnih hemijskih komponenata u napitku od cajne gljive,
proizvedenom fermentacijom na crnom ¢aju (Greenwalt i sar., 2000)

Literaturni citat Vreme fermentacije,  Saharoza Glukoza Fruktoza Glukonska FEtanol Sircetna
inicijalni sadrZaj (g/L) (g/L) (g/L) kiselina (g/L) kiselina
saharoze (g/L) (g/L)
Sievers i sar., 1995 10 dana, 70 g/L 18.2 28.8 16,4 2.8 3.6 2,1
30 dana, 70 g/L. 0 30.2 0.35 8.9 74 13.1
Blanc, 1996 10 dana, 70 g/1. 17 -* - 12 <1 3
25 dana. 70 g/LL 4 - - 31 0 2
Roussin, 1996 10 dana, 70 g/L - - 25 3,1 - 2
30 dana, 70 g/L - - 17,04 7,21 - 24
Reiss, 1987 , 14 dana, 50 g/L - ] - 2,52 1,07 0,08

-* nije mereno

Rezultati prikazani u tabeli 3, jasno pokazuju razlike u koli¢inama stvorenih metabolita
tokom fermentacije, ¢ak i kada je u pitanju isti pocetni sadrzaj saharoze i kada se poredi
vreme trajanja fermentacije. Sli¢nosti su u tome da je nakon 10 dana fermentacije izmeren
znaCajan sadrzaj Secera, nerazgradene saharoze ili oslobodene glukoze i fruktoze, dok
sadrzaj glukonske kiseline varira i za 4,5 puta. Isti je slucaj i sa sir¢etnom kiselinom nakon
30 dana fermentacije. Navedeni podaci ukazuju na Cinjenicu da poreklo cajne gljive,
klimatski faktori i razli¢iti sojevi kvasaca i bakterija znacajno uticu na kvalitativni i

kvantitativni sastav napitka od cajne gljive.

Vazno je napomenuti da sadrzaj etanola u ¢ajnom napitku, prema navodima mnogih
autora, ne prelazi 0,5%, $to je veoma bitno zbog njegove klasifikacije u grupu

osvezavajucih bezalkoholnih napitaka.

Elementi u tragovima mogu biti vitalno vazni, indiferentni ili Stetni za razvoj svakog
Zivog organizma. Mogu biti aktivatori ili integralni delovi mnogih enzimskih sistema, npr.
cink je aktivator alkohol-dehidrogenaze, proteaza i vezuje se za insulin, dok je bakar
sastavni deo citohrom-oksidaze i superoksid-dismutaze Napitak od kombuhe, osim jona
esencijalnih elemenata nabrojanih u tabeli 2, sadrzi i Stetne elemente u tragovima. Sadrzaj
jona elemenata u tragovima u napitku od cajne gljive prikazan je u tabeli 4.
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Tabela 4. Sadrzaj jona elemenata u tragovima u napitku od ¢ajne gljive

Literaturni citat Vreme fermentacije, Sadrzaj (pg/L)
inicijalni sadraj saharoze  Cu’’'  Fe’'  Mn®"  Ni*'  zn’  pPb” o
Petrovi¢ i sar., 1999 7 dana, 70 g/L 10 -* - - 112 22 -
Bauer-Petrovska, | 8 dana, 70 g/L 237 353 462 346 154 5 |
Petrushevska-Tozi,
2000

-* nije mereno

Prose¢na dnevna doza napitka od kombuhe od 3 dL, zadovoljava potrebe ¢oveka za
jonom nikla, delimi¢no za jonima gvozda i bakra, ali ne i za jonima cinka i mangana
(Bauer-Petrovska, Petrushevska-Tozi, 2000). Sadrzaj Stetnih elemenata, jona olova i
hroma, je daleko ispod granice humane toksi¢nosti (Malbasa i sar., 2002).

Napitak od cajne gljive sadrzi Citavu lepezu u vodi rastvornih vitamina (Tabela 2).
Malobrojni literaturni podaci o sadrzaju nekih u vodi rastvornih vitamina u napitku od
Cajne gljive su prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. Sadrzaj nekih u vodi rastvornih vitamina u napitku od ¢ajne gljive

Literaturni citat Vreme fermentacije, Vitamin (mg/L)
inicijalni sadrzaj saharoze B, Bg B, C
Konovalov, Semenova, 1955 7 dana, 70 g/LL -* - - 60
Steiger, Steinegger, 1957 28 dana, 70 g/L - - - 86
Danielova, 1957 15 dana, 70 g/L 0,09 - - 4.4
Malbaga, 2000 7 dana, 70 g/LL - - - 1.5

Bauer-Petrovska, Petrushevska-Tozi. 8 dana, 70 g/L 740 520 840 1510
2000

-* nije mereno

Kvantitativni sastav vitamina u napitku od ¢ajne gljive se razlikuje, a zavisi i od toga
koji je metod primenjen za njihovo odredivanje. Kako se moze primetiti, najvise
literaturnih podataka ima o vitaminu C i odstupanja u rezultatima su veoma velika. Treba
uzeti u obzir da su za analizu koris¢ene specificne enzimske reakcije (Malbasa, 2000),
manje ili vise selektivna titrimetrija (Konovalov, Semenova, 1955; Steiger, Steinegger,
1957: Danielova, 1957) i UV spektrofotometrija (Bauer-Petrovska, Petrushevska-Tozi,
2000).

Analiza vitamina u kompleksnom medijumu, kakav je napitak od Cajne gljive, nije
uopste jednostavna, i najkompletniju sliku o koli¢inama u vodi rastvornih vitamina dale su
Bauer-Petrovska i Petrushevska-Tozi (2000). Ali, diskutabilno je to koliko je UV
spektrofotometrijska metoda primenjena u njihovom radu selektivna, jer njihovi rezultati u
odnosu na rezultate drugih autora (Tabela 5) pokazuju drasti¢ne razlike, a na neke od

razlika bi¢e ukazano i u poglavlju 4.4.
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U veoma komplikovanom mikrobioloskom sistemu, kao 3to je simbioza ¢ajne gljive,
nije jednostavno napraviti shemu metabolicke aktivnosti svakog mikroorganizma
pojedinacno, kao i objasniti njihove medusobne interakcije. Najozbiljniji pokusaj su dali
Sievers i sar. (1995), pri ¢emu su koristili izolate bakterije Acetobacter xylinum i kvasca
Zygosaccharomyces iz Cajne gljive koja je fermentisala 60 dana (u daljem objasnjenju ovi
mikroorganizmi bi¢e pominjani samo kao bakterija i kvasac). Prema tim rezultatima
saharozu razgraduje kvasac i oslobadaju se glukoza i fruktoza. 1z ovih monosaharida,
delovanjem bakterije nastaje celuloza, a delovanjem kvasca etanol i ugljenik(IV)-oksid.
Bakterija prevodi glukozu u glukonsku kiselinu, a etanol u sir¢etnu kiselinu i dalje u
ugljenik(IV)-oksid i vodu. Lako se uocava da u ovom objasnjenju nedostaje ¢itav niz
metabolita, koji su potencijalni proizvodi fermentacije cajne gljive. Na osnovu
mikrobioloske fiziologije, mogu se dati realne pretpostavke i za ostala jedinjenja, koja
nastaju fermentacijom.

Alternativnim putem oksidacije glukoze, putem uronske kiseline (Dutton, 1980), iz
glukoze nastaju glukuronska i L-askorbinska kiselina (Slika 2). Takav je najverovatniji
mehanizam 1 kod kombuhe. Za produkciju glukuronske kiseline odgovorne su bakterije,
koje nizom reakcija glukozu prevode u uridin-difosfat-glukozu (UDP-glukozu), iz koje
dehidrogenovanjem nastaje UDP-D-glukuronska kiselina. Oslobadanjem UDP-a nastaje D-
glukuronska kiselina. Vitamin C nastaje iz L-gulonske kiselina kao prekursora, a L.-
gulonska kiselina nastaje iz glukoze razlic¢itim reakcionim mehanizmima. Pretpostavlja se
da su i za stvaranje vitamina C odgovorne bakterije.

1-Glohsmia st I-Askorhinska Kisclina

D-Galaktoza o | -
D-Glukaro-y-lakton (Saharolakton) AE iz s g e
D-Galaktoza-1-fosfat [ NAD' 0,
uTe |
UDP-D-galaktoza

L-Gulono-y-lakton

D-Glukurono-y-lakton

\ upp
\ (.'Iulfumnld = ~ 7 D-glukuronska kiselina
- - . /"NADPH
UDP-D-glukoronska kiselina S, Nappt
\ 2 .\J.-\l)ll*) Ny
IAD [.-Gulonska kiselina
A & BB ,.N/\I)L
) (
UDP-D-glukoza - NADH
3-Okso-l.-gulonska kiselina
Lee | 2
D-Glukoza-1-fosfat H Naco
D-Glukoza I-Ksiluloza *
: o
\ 7 NADP
l)-(ilul\n;/:r(\-l’nsl’m kgim'ol»f\';\l)l‘ll
o /7% NAD
l)-l-'r\lklozn_-(\-lbsfm f)_-Ksilei(')za‘ NADH

T Pentozno-fosfatni
ciklus

Slika 2. Put glukuronske kiseline
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Glikolizom glukoze, pomocu kvasaca, dolazi do stvaranja piruvata, dok se fruktoza
razlaze do 3-fosfoglicerata i gliceraldehid-3-fosfata, a zatim se ova jedinjenja ukljucuju u
glikolizu. Ne moZe se reci, da li kultura ¢ajne gljive brze metabolise glukozu ili fruktozu,
jer su eksperimenti sa zajednicama razlicitog porekla pokazali da ne postoji pravilo
(Sievers i sar,, 1995). Naime, prilikom eksperimenata, izvedenih u Svajcarskoj, sa
lokalnom, domac¢om kombuhom i kombuhom nabavljenom u apoteci, dobijeni su suprotni
rezultati Sto se tice prioriteta usvajanja glukoze, odnosno fruktoze. Prioritet usvajanja
glukoze/fruktoze je genetska odrednica kvasaca, pa odatle poticu razlike.

Mikrobioloskom fermentacijom piruvata dobijaju se razli¢iti proizvodi metabolizma,
pretezno organske kiseline. Dekarboksilacijom piruvata pomocu kvasaca dobija se
acetaldehid iz koga se hidrogenovanjem dobija etanol. 1z etanola se pomoc¢u Acetobacter
xylinum dobija sircetna Kiselina. Kvasci su stimulisani da stvaraju etanol produkcijom
sircetne kiseline.

Smatra se da su za stvaranje vitamina B grupe odgovorni kvasci, dok aminokiseline,
biogeni amini i enzimi, koje sadrzi napitak od kombuhe, mogu biti posledica metabolizma
i kvasaca i bakterija, kao i prisustva njihovih odumrlih ¢elija.

2.1.4. ANTIMIKROBNA SVOJSTVA FERMENTATIVNE TECNOSTI

Konovalov i Semenova (1955) utvrdili su da fermentativna te¢nost Cajne gljive
pokazuje antimikrobno dejstvo na Staphylococcus aureus. Takode su zapazili da
kultivacijom ¢ajne gljive na niskim temperaturama (7-8°C) dolazi do gubitka

antimikrobnih svojstava ¢ajnog napitka.

Danielova (1957) je dosla do zakljucka o prisustvu nekih materija antimikrobnog
karaktera, koje nije mogla da definiSe. Sa grupom saradnika, ona je dve godine kasnije iz
¢ajnog napitka izolovala dve supstance pod nazivom preparat MM i antibiotik baktericidin
(Danielova, 1959). Ovi preparati su primenjivani u leCenju stomacnih infekcija i po
njihovim podacima pokazali su jake bakteriostatske i baktericidne efekte.

Dokazano je da ¢ajna gljiva pokazuje antibiotske osobine prema Agrobacterium

tumefaciens (Hesseltine, 1965).

Grupa americkih autora (Steinkraus i sar., 1996) je utvrdila antibiotsku aktivnost
kombuha napitka prema Helicobacter pylori, Agrobacterium tumefaciens, Echerichia coli i

12
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Staphylococcus aureus. Prema njihovim rezultatima dominantnu antibiotsku ulogu ima
sir¢etna kiselina i nije dobijena zona inhibicije u neutralizovanim uzorcima.

Greenwalt i sar. (1998) su potvrdili antibiotsku aktivnost kombuha napitka prema
Agrobacterium tumefaciens, Echerichia coli i Staphylococcus aureus i utvrdili dejstvo
prema Bacillus cereus i Salmonella choleraesuis serotip typhimurium. Oni su takode
zakljucili da je antimikrobno dejstvo posledica dejstva organskih kiselina, narocito
sircetne.

Do sada najopseznije istrazivanje o antimikrobnim svojstvima napitka od ¢ajne gljive
sproveli su Sreeramulu i sar. (2000). Dokazana je njegova aktivnost prema brojnim
patogenim mikroorganizmima, kao S$to su Staphylococcus aureus, Shigella sonnei,
Echerichia coli, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterolitica, Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter cloacae, Staphylococcus epidermis, Campylobacter jejuni, Salmonella
enteritidis, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus, Helicobacter pylori i Listeria
monocytogenes. U ovom radu su proSirena saznanja do kojih su dosli Steinkraus i sar.
(1996) i Greenwalt i sar. (1998). Oni su smatrali da su samo organske kiseline odgovorne
za antibiotski efekat. Nakon neutralizacije i zagrevanja fermentativne tec¢nosti na 80°C,
Sreeramulu i sar. (2000) su dokazali da ona pokazuje aktivnost prema Shigella sonnei,
Echerichia coli, Campylobacter jejuni, Salmonella enteritidis 1\ Salmonella typhimurium.
Ovo otkrice je sugerisalo da su u napitku od kombuhe prisutne antimikrobne komponente,

koje nisu sircetna kiselina ili veliki molekuli proteina.

2.1.5. FARMAKOLOSKA SVOJSTVA FERMENTATIVNE TECNOSTI

Zbog visokog sadrzaja Secera, prisustva velikog broja organskih kiselina, kao i u vodi
rastvornih vitamina, jasno je da napitak od kombuhe ima visoku nutritivhu vrednost.
Pojavile su se brojne publikacije, koje opisuju neka od lekovitih svojstava ovog napitka.
Pomenute publikacije je hronoloski sistematizovao Frank (1995) i iz njih su izdvojeni
sledeci podaci:

e Batiskaja (1914) je objavila da kombuha pozitivno deluje na crevni trakt.
e Bazarevski (1915) je istrazujuci narodne lekove u baltickim drzavama, primetio da

Letonci koriste kombuhu kao lek protiv glavobolje.

e Lindner (1917/1918) je objavio da se kombuha koristi radi regulisanja probave, kao i za
leCenje hemoroida.

e Kobert (1917/1918) je smatrao da se kombuha Koristi za leCenje reumatizma.
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e Henneberg (1926) je izvestio da se kombuha u Rusiji uspesno koristi kod svih bolesti, a
posebno kod zatvora.

e Madaus (1927) je smatrao da kombuha ucestvuje u regeneraciji ¢elija i stoga pozitivno
deluje protiv zakrecavanja arterija.

e Bing (1928) je smatrao da je kombuha sredstvo protiv zakreCavanja arterija, za lecenje
gihta i crevnih poremecaja.

e Mollenda (1928) je izvestio da je kombuha preporucljiva kod tegoba u digestivnhom
traktu, kod gihta, reume i odredenih stadijuma arterioskleroze.

e lrion (1944) je smatrao da je kombuha odli¢no sredstvo protiv gihta, reumatizma,
visokog pritiska, nervoze, lenjosti creva i tegoba koje su posledice starenja.

e Dr Sklenar je Sezdesetih godina razvio biolosku terapiju kancera kombuhom kao
osnovnim sredstvom, koju je prilicno naplacivao, a koja nije imala ¢vrstu medicinsku
osnovu (Hauser, 1990).

e Pominje se i da se celulozna membrana cajne gljive koristi za tretman opekotina i
povreda koze (Fontana i sar., 1991).

U novijim radovima o kombuhi (Sai Ram i sar., 2000; Vijayraghavan i sar., 2000;
Hartmann i sar., 2000; Greenwalt i sar., 2000; Sreeramulu i sar., 2000), pominje se niz
bolesti i fizioloskih pojava, koje leci i sprecava napitak od kombuhe, kao $to su glavobolja,
hemoroidi, ateroskleroza, metaboli¢ki poremecaji, kostobolja, artritis, dijabetes, lenjost
creva, nesanica, stres, gojaznost, gubitak kose, starenje, hipertenzija, psorijaza,
mikrobioloske infekcije, kancer, oslabljen imuno sistem i dr. Moze se uociti da su zapravo
na listu bolesti i tegoba, a Ciji je izvor literatura starijeg datuma, samo dodate bolesti
savremenog doba, $to je u vezi sa intenzivhom ekonomskom propagandom komercijalnih
proizvoda od kombuhe. Medutim, autori se slazu da za ovakve tvrdnje nema Cvrstih
nau¢nih dokaza, jer poti¢u iz predanja, i da je za ozbiljne tvrdnje o lekovitosti kombuhe
neophodno sprovesti ozbiljna farmakoloska ispitivanja, koja bi na kraju bila propracena i

savremenim klini¢kim studijama.

Ipak, postoje i neke Cinjenice do kojih se doslo i nau¢nim, eksperimentalnim studijama.
Jedna od najpoznatijih je poCeta u Rusiji 1951. godine i njena metodologija nije u
potpunosti poznata. Sproveli su je "Centralna onkoloska istrazivacka jedinica” i "Ruska
akademija nauka-Moskva". Istrazivanje je bilo orijentisano ka traZenju korelacije izmedu
dugotrajnog dnevnog konzumiranja kombuhe i visoke rezistencije prema kanceru.
Sezdesetih godina XX veka, nau¢nici su preformulisali radni naziv studije, izbacivsi kancer
kao fokus ispitivanja i u zakljuécima akcentovali efekte detoksikacije, jaCanje imuno
sistema i podsticanje produkcije interferona. Ruska otkrica su dalje podrzana u
Svajcarskoj, Nemackoj i Holandiji (Dufresne, Farnworth, 2000).
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Sa farmakolo3kog aspekta od metabolita Cajne gljive posebno su znacajne glukuronska,
L-mlecna kiselina, glukonska kiselina i antioksidativni vitamini, a u smislu prevencije
teSkih oboljenja.

Glukuronsku kiselinu proizvodi jetra zdravog Coveka i ta kiselina u jetri vezuje toksi¢ne
materije dospele u organizam pomoc¢u enzima glukuronil-transferaza, a zatim se tako
vezane toksi¢ne materije eliminiSu preko bubrega u vidu rastvorljivih glukuronida. U
kasnijem Zivotnom dobu kao i prilikom slabljenja funkcije jetre usled razli¢itih bolesti,
produkcija glukuronske Kiseline u jetri opada, $to je pogubno za imunoloski sistem (Frank
1995).

Sai Ram i sar. (2000) su ispitivali uticaj napitka od kombuhe na oksidativni stres kod
albino pacova, izazvan hrom(VI)-jonima, ta¢nije natrijum-dihromatom. Zakljucili su da
napitak snizava nivo oksidativnog stresa, a kao jedan od razloga su naveli uspesniju
eliminaciju hrom(VI)-jona iz telesnih tkiva pomocu glukuronske kiseline.

Osim detoksikacije i prevencije oksidativnog stresa, glukuronska kiselina je bitna, jer
je prekursor biosinteze mukopolisaharida. Poznatiji su kao glikozaminoglikani i klju¢ni su
konstituenti tkiva koja vezuju vodu, a u njih spadaju i potkozna tkiva. To je veoma vazno
za prevenciju boranja koZe, jer su koloidna vezivna potkozna tkiva odgovorna za

odrzavanje ¢vrstoce koze (Kaufman, 1996).

Najveci sadrzaj glukuronske kiseline u fermentativnoj tecnosti ¢ajne gljive, od 0,28 g/L
sedmog dana fermentacije, odredili su Loncar i saradnici (2000).

L-mlecna kiselina je veoma bitna za prevenciju kancera. Krv, misi¢i i Zeludac sadrze
L-mle¢nu kiselinu i ona je neophodna za regulaciju pH krvi u organizmu. Postoje dva
oblika mle¢ne kiseline, "dobra" ili L-mle¢na, odnosno "lo3a" ili D-mlec¢na kiselina.
L-mle¢na kiselina potpomaze cirkulaciju krvi, sprecava truljenje u crevima i konstipaciju,
podstutuci rad creva. Uti¢e na kiselinsko-baznu ravnotezu i podrzava dejstvo vitamina C u
organizmu, ¢ime je ojacana prirodna rezistencija na infekcije. Takode podstice funkciju
pankreasa, $to stimulie sekreciju svih digestivnih organa (Kaufman, 1996). Nedostatak
L-mle¢ne kiseline u organizmu oteZava respiraciju ¢elija, $to dovodi do stvaranja racemske
smese L- i D-mle¢ne kiseline, a to su uslovi koji pogoduju stvaranju kancerogenih celija
(Frank, 1995).

Mle¢na kiselina u prehrambenim proizvodima ima dvojaki znacaj. VaZna je za

prezervaciju hrane, a poseduje i ve¢ pomenuta farmakoloSka svojstva.

Vise autora je detektovalo i odredilo L-mle¢nu kiselinu u fermentativnoj te¢nosti ¢ajne
gljive, pri ¢emu je najvecu vrednost izmerio Reiss (1987), nakon 14 dana fermentacije, i to

2,9 /L.
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D-glukonska kiselina nastaje konverzijom D-glukoze, a daljom oksidacijom mogu
nastati 2-ketoglukonat i 2,5-diketoglukonat. Osim D-glukonske kiseline, 2-ketoglukonat je
takode jedan od metabolita ¢ajne gljive (Dufresne, Farnworth, 2000). Glukonati su veoma
bitni za apsorpciju i transport jona cinka, mangana(ll) i hroma(lll) u organizmu, ¢ime se
reguliSe iskoridcenje glukoze, proteina i lipida, kao i sekrecija insulina (Barrie i sar.. 1987:
Potter i sar., 1990; Neve i sar., 1992; Brun i sar.. 1995; Sun i sar., 2000).

Cista glukonska kiselina se primenjuje kao sekvestriraju¢i agens u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji (Deppenmeier i sar., 2002).

Najveci stepen konverzije saharoze u glukonsku kiselinu dobijen je u istrazivanjima
Blanca, 1996 (Tabela 3).

Ako se uzmu u obzir podaci o bioloskoj aktivnosti napitka od ¢ajne gljive i samog ¢aja,
moguce je napraviti poredenje, pri cemu se dobija jasnija slika o tome, kako na neke tegobe
i oboljenja Coveka utice Cist Caj, a kako napitak od cajne gljive. U tabeli 6 je
sistematizovano i prikazano poredenje bioloske aktivnosti ¢aja i napitka od kombuhe.

Tabela 6. Poredenje bioloske aktivnosti ¢aja i napitka od kombuhe (Dufresne, Farnworth,
2000)

Uticaj Napitak od kombuhe  Caj

Detoksikacija organizma +
Snizavanje nivoa holesterola 1
Redukcija ateroskleroze regeneracijom celijskog zida +
Snizenje krvnog pritiska t
Redukcija upalnih procesa +
Ublazavanje artritisa, reumatizma i simptoma gihta +
Podsticanje funkcija jetre +
Normalizacija crevne aktivnosti i ravnoteza crevne flore +
Lecenje hemoroida }
Redukcija gojaznosti i regulacija apetita +
Prevencija/lecenje infekcije beSike i redukcija kalcifikacija 4
Stimulacija rada Zlezda t

Zastita protiv dijabetesa t 4
+
4,
=
+
+
}
t
4
.’.
+
4

4+ 4+ 4 4

Povecanje telesne otpornosti na kancer
Antibiotski efekat protiv bakterija, virusa i kvasaca
JaCanje imuno sistema i stimulacija produkcije interferona
Olak3avanje tegoba izazvanih bronhitisom i astmom
Redukcija menstrualnih poremecaja i problema menopauze
Poboljsanje zdravlja kose, kozZe i noktiju
Redukcija zudnje za alkoholom
Redukcija stresa, nervne napetosti i nesanice
Pomoc¢ kod glavobolje
Pobolj3anje vida
Poboljsanje ukupnog metabolizma

Razlog razli¢itog bioloskog dejstva ¢aja i napitka od ajne gljive (Tabela 6) neosporno
lezi u razli¢itom hemijskom sastavu. Dominantne komponente ¢aja su katehini, flavonoidi
i metilksantini, te je jasno da su oni najvise zasluzni za njegovo biolosko dejstvo (detaljnije
u poglavlju 2.2.2.). Osim §to sadrzi ova ili samo neka od ovih jedinjenja, napitak od cajne
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gljive poseduje i druga bioloski veoma znacajna jedinjenja, kao $to su glukuronska,
glukonska, L-mlecna kiselina, u vodi rastvorni vitamini, i niz drugih jedinjenja koja
nemaju biolosku aktivnost, ali pozitivno uticu na dejstvo bioloski aktivnih komponenata
(Tabela 2). Ovo se naro€ito odnosi na veliki broj organskih kiselina, koje su veoma vazne
za dobru senzornu prihvatljivost, kao i za prezervaciju napitka.

Ne treba zanemariti ni prisustvo slobodne glukoze, fruktoze i saharoze, koje su
dominantna energetska snaga napitka od cajne gljive, koje se lako resorbuju u organizmu i
koje regulidu apetit, smanjuju osecaj slabosti i sli¢ne tegobe.

2.1.6. KOMBUHA KAO FERMENTISANA HRANA

Fermentisana hrana, u koju spada i napitak od cajne gljive (Steinkraus, 1997), ima
veliki znacaj zbog toga Sto obezbeduje i Stiti visok kvalitet nutrijenata. Takode, ona
obezbeduje raznolikost ukusa, mirisa i tekstura, koji obogacuju ljudsku ishranu. Smatra se
da ovakva hrana postoji od nastanka Zemlje i da je buduc¢nost u artiklima u koje spadaju
proizvodi dobijeni alkoholnom fermentacijom, zatim sirce, turSija, kobasice, sirevi, jogurt,
biljni proteinski aminokiselinski/peptidni sosovi i paste mesnog ukusa i hleb. Vrlo je
verovatno da ¢e fermentisana hrana u ovom veku, kada se predvida da ¢e svetska
populacija dosti¢i 8 do 12 milijardi ljudi, doziveti svoju potpunu ekspanziju.

Fermentisana hrana, uopsteno govoreci, nastaje tako $to se supstrat izlaze proizvodnim
mikroorganizmima, koji enzimima, uglavnhom amilazama, proteazama i lipazama
hidrolizuju polisaharide, proteine i lipide do netoksi¢nih proizvoda sa ukusom, mirisom i
teksturom prijatnim i atraktivnim za konzumenta. Ukoliko produkti enzimske aktivnosti

imaju neprijatan ukus ili miris ili su toksi¢ni, doslo je do procesa kvarenja.

Prema kategorijama (Steinkraus, 1997) fermentacije hrane mogu se podeliti na:

alkoholne fermentacije pomocu kvasaca

sicetne fermentacije pomocu Acetobacter vrsta

mlecne fermentacije pomocu Lactobacillus vrsta

fermentacije kiseljenja pomocu Lactobacillus vrsta

fermentacije ribe ili mesa pomocu Lactobacillus vrsta

fermentacije proteina bilinog porekla plesnima, uz ili bez prisustva Lactobacillus
vrsta i kvasaca

R

Fermentacije hrane se mogu klasifikovati i prema proizvodima (Steinkraus, 1997) i to

na:
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SIS AT b B

napitke

proizvode na bazi Zitarica
mle¢ne proizvode

proizvode na bazi ribe
proizvode na bazi voca i povréa
proizvode na bazi leguminoza
proizvode na bazi mesa

Sudanci (Steinkraus, 1997) tradicionalno klasifikuju njihovu hranu, ne na osnovu

proizvodnih mikroorganizama ili vrste proizvoda, nego na funkcionalnoj bazi. Podela je
sledeca:

ol ol ol

vezivna hrana-ka3e i hlebovi

sosovi i zacini za vezivnu hranu

razliCite vrste tamnih i svetlih piva, vina od urmi i medovine i druga alkoholna pica
hrana za posebne namene

Keith Steinkraus (1997) je napravila kombinovanu klasifikaciju fermentisane hrane, u

kojoj je svoje mesto nasla i kombuha. To su:

LA S eSS e

proizvodi na bazi proteina povrca, smesa leguminoza i Zitarica, kao supstituti mesa
paste i aminokiselinski/peptidni sosovi, visokog sadrzaja soli, sa mesnim ukusom
proizvodi mle¢ne fermentacije

proizvodi alkoholne fermentacije

proizvodi sir¢etne fermentacije (jabukovo i vinsko sir¢e, palmino vino, kombuha)
proizvodi alkalne fermentacije

kvasni hlebovi

Jasno je da osim ove, kombuha lako moze da nade svoje mesto i u drugim

klasifikacijama fermentisane hrane.

Kada se govori o proizvodnji ovakve hrane, ne treba zaboraviti da ona u osnovi potice

iz kuéne radinosti i da je tu i dalje veoma razvijena. Sto se ti¢e napitka od Cajne gljive, u

nasim uslovima to i jeste dominantni nacin pripreme.

2.1.7. NEZELJENI EFEKTI KORISCENJA KOMBUHE

Sredinom devedesetih godina proslog veka pojavili su se radovi, ¢lanci i novinski

komentari koji su opisivali nezeljena dejstva i posledice koris¢enja napitka od kombuhe.

Pri tome su pominjane tegobe i bolesti kao to su metabolicke acidoze, abdominalni gréevi,
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teskoba u grudima, suvi kasalj, mucnina, drhtavica, gubitak daha, hipotenzija, tahikardija,
trovanje olovom i antraks. Ovi tekstovi su privukli veliku paznju i neophodno ih je
objektivno analizirati.

Phan i sar. (1998) su opisali trovanje olovom kod bratnog para koji je konzumirao
napitak od kombuhe, pripremljen u keramickoj posudi. Kako glazura keramicke posude
sadrzi olovo u znacajnoj koli¢ini, a napitak je jako kiseo, evidentno je da je doslo do
ekstrakcije olova u napitak Sto je rezultovalo kontaminacijom. Dakle, napitak nije
pripreman u skladu s preporukama. Sadjadi (1998), iz Irana, je objavio tekst o prisustvu
Bacillus anthrax u napitku, koji je pripreman u stoénom dvoristu, odnosno u krajnje
nehigijenskim uslovima. Srinivasan i sar. (1997) su pratili gastrointestinalnu toksi¢nost kod
Cetiri pacijenta koji su konzumirali ovaj napitak, a Currier i sar. (1995) metabolicku
acidozu kod samo dva pacijenta. Peron i sar. (1995) i Ishida (1999) su dali negativno

misljenje o alternativnoj medicini pozivajuci se na kombuhu.

Sve ove publikacije opisuju samo izolovane slucajeve u koje je ukljuc¢en veoma mali
broj osoba (dve do cetiri). Takode, ni u jednom sluc¢aju nema nauc¢nih dokaza da je napitak
od kombuhe uzrok toksi¢nosti (Sai Ram i sar., 2000).

Caj je biljka, ligce ili napitak, koja potice iz, kako je do sada razmatrano, jedne vrste
Camellia sinensis (1..) Mogu se prepoznati dve glavne varijacije-sinensis i assamica. U
poljima je razlika ocigledna. Varijacija sinensis ima malo lis¢e (5-12 c¢m), dok varijacija

assamica ima lis¢e duzine od preko 20 cm (Graham, 1992).

Camellia sinensis (L.) pripada familiji Theaceae. To je Zbun ili drvo koje moze da
naraste do visine od 10 metara, ali se obi¢no 3i3a tako da mu je visina tokom kultivacije od
0,6 do 1,5 metara. Zbun ili drvo je snazno razgranat, sa tamno zelenim, dlakavim,
duguljastim lis¢em, koje se bere uglavnom dok je mlado. Za starije liSce se smatra da ima
slabiji kvalitet (Brown, 1999; Hirschsteiner, 2000).

Biljka ¢aja potice iz Jugoistone Azije, ali se trenutno proizvodi u preko 30 zemalja
Sirom sveta. Najpoznatiji proizvodaci ¢aja su Indija, Kina, Sri Lanka, Kenija, Indonezija,
Turska, Rusija, Gruzija, Japan, Iran, Banglades, Vijetnam i Argentina.
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Zeleni, crni i ulong (polufermentisani) ¢aj poticu iz iste biljke. Zeleni ¢aj je proizvod
dobijen iz svezeg lis¢a, pri Cemu je sprecena oksidacija polifenolnih komponenata. Crni ¢aj
se proizvodi tako da se obezbedi visok stepen enzimski katalizovane aerobne oksidacije
polifenola u lis¢u, pri ¢emu dolazi do hemijskih reakcija kondenzacije. Enzim odgovoran
za oksidaciju je polifenol-oksidaza. Ulong ¢aj je delimi¢no oksidovan (Graham, 1992).

Novija istrazivanja o proizvodnji crnog ¢aja su pokazala da se kvalitet crnog ¢aja moze
znatajno pobolj3ati ako se tokom tehnoloskog procesa proizvodnje biljno tkivo tretira
celulolitickim enzimima produkovanim od strane ¢ajne gljive. Ukoliko se li¢e aja tretira
celulazom, pektinazom i ksilanazom dolazi do slabljenja celijskog zida, pri ¢emu se
efikasnije oslobadaju polifenolne komponente i olak3ana je oksidacija polifenol-oksidazom
(Murugesan i sar., 2002).

Od ukupne svetske proizvodnje ¢aja, 78% otpada na crni, 20% na zeleni, a oko 2% na
ulong ¢aj. Crni ¢aj se najviSe uziva u zapadnim zemljama (Irska, Engleska) i nekim
delovima Azije, dok se zeleni ¢aj najvise koristi u Kini, Japanu, Indiji, nekim zemljama
Severne Afrike i na Srednjem Istoku. Proizvodnja i upotreba ulong ¢aja je karakteristicna
za Jugoisto¢nu Kinu i Tajvan (Mukhtar, Ahmad, 2000).

Ako se izuzme voda, ¢aj je napitak koji se najvise konzumira u svetu i to 0,12 litara
dnevno po glavi stanovnika (pretpostavljeno je da se uziva 1%-ni ekstrakt ¢aja). Drzave u
kojima se ¢aj najvise koristi su Irska, Velika Britanija, Turska, Novi Zeland, Tunis, Egipat,
Australija, Maroko, Japan, Pakistan, Rusija, Cile, Indija, Juzna Afrika, Kanada i Kina
(Graham, 1992).

2.2.1. SASTAV I HEMIJA CAJA

Sastav lis¢a caja zavisi od brojnih faktora, kao 3$to su klima, godiSnje doba,
poljoprivredna proizvodnja, vrsta i starost biljke. Hemijski sastav zelenog Caja je slican
sastavu ligc¢a. Zeleni ¢aj sadrzi polifenolne komponente (oko 30% suve materije), u koje
spadaju flavanoli, flavandioli, flavonoidi i fenolne kiseline. Dominantni polifenoli u
zelenom Caju su flavanoli, poznatiji kao katehini. Glavni katehini u zelenom Caju su
(-)-epikatehin  (EC), (-)-epikatehin-3-galat (ECG), (-)-epigalokatehin  (EGC) i
(-)-epigalokatehin-3-galat (EGCG). U crnom ¢aju, od polifenola su najvide zastupljeni
teaflavin i tearubigin (Mukhtar, Ahmad, 2000). Strukture glavnih polifenola prisutnih u
zelenom i crnom &aju prikazane su na slici 3.
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Koncentracija katehina u ¢aju bitno zavisi od starosti lis¢a. Pupoljci i najmlade lidée su
najbogatiji (-)-epigalokatehin-3-galatom. Zeleni ¢aj se Cesto proizvodi iz lis¢a sa nedto
nizim nivoom Kkatehina nego lidce koje se koristi za proizvodnju crnog ¢aja. To je logicno
zato §to se veci udeo katehina, prilikom proizvodnje crnog ¢aja, hemijskom kondenzacijom

prevodi u teaflavin i tearubigin.

OH
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OH OH
HO OH
_-OH _OH 0 O
HO HO OH
% 0
e OH
OH sl OH e |(|: QOH OR
0 OH OH
(-)-Epikatehin (-)-Epikatehin-3-galat Teaflavin
OH
™ ™ HO 0 COOH
o <y
o HO 0 HO o
o OH OH OH 0]
OH
on oo or
H OH
O o OH o R=galoil grupa
(-)-Epigalokatehin (-)-Epigalokatehin-3-galat Tearubigin
a) b)

Slika 3. Dominantni polifenoli u: a) zelenom i b) crnom Caju

Katehini su najznacajniji od svih komponenata ¢aja. To su bezbojne, u vodi rastvorne
komponente. Lako se oksiduju, iako njihov oksidacioni potencijal varira. Poznato je da
deluju kao antioksidanti i na taj nacin sprecavaju oksidativno kvarenje masti (Djilas i sar.,
2002). Antioksidativna aktivnost je sli¢na kao i kod butilhidroksianizola, a ponekad su
efikasniji od vitamina C i vitamina E. U tome poseban doprinos daju galokatehini i katehin

galati.

Na popularnost ¢aja utice i prisustvo umerenih koli¢ina kofeina (2,5 do 4,5%). Ostali
metilksantini, teobromin i teofilin, su takode prisutni, ali u veoma malim koli¢inama.

U proteinsku frakciju ¢aja spadaju konstitutivni enzimi, neophodni za Ccelijski
metabolizam biljke. Identifikovani su enzimi odgovorni za sintezu katehina. Od najveceg
interesa je polifenol-oksidaza, koja katalizuje aerobnu oksidaciju katehina. Najintenzivnija
aktivnost polifenol-oksidaze je u najmladem lid¢u, Sto je veoma vazno, naroCito zbog
proizvodnje crnog ¢aja (Graham, 1992).
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Kao 3to je ve¢ pomenuto, veci deo katehina iz lid¢a caja, prilikom proizvodnje crnog
Caja, prevodi se u teaflavine i tearubigine. Reakcije su prikazane na slici 4. Pocetkom
proslog veka, smatralo se da do promena hemijskog sastava dolazi usled mikrobioloske
fermentacije. Medutim, pokazalo se da su za hemijsku konverziju odgovorni enzimi caja i
atmosferski kiseonik. Prvi korak je enzimska oksidacija katehina, koja rezultuje stvaranjem
hinona. Time se iniciraju sve dalje reakcije. Hinoni katehina i galokatehina reaguju dajuci
teaflavine. U strukturi se moze uociti sedmoclani prsten, koji se naziva benzotropolonska
grupa.

Teaflavini su narandzasto crvene komponente, koje napitku crnog ¢aja daju boju i
ukus, iako je njihov udeo u osusenom listu od 1,5 do 2,5%. Nivo teaflavina je direktno
proporcionalan sa kvalitetom crnog ¢aja. To je posebno bitno, ako se uzme u obzir da su
teaflavini veoma dobri antioksidanti (Graham, 1992). Dokazano je da oni imaju priblizno
isti potencijal stabilizacije slobodnih radikala, kao i katehini zelenog Caja (Leung i sar.,

2002).
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Slika 4. Reakcije nastajanja teaflavina (Stoner, Mukhtar, 1995)
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Slobodna galna kiselina, zna¢ajno prisutna u crnom Caju, nije supstrat za Cajnu
polifenol-oksidazu, ve¢ je molekul sa izrazenom antioksidativnom aktivnoséu (Ho i sar.,
1992).

[ cmni i zeleni ¢aj sadrze glikozide flavonola kvercetina, kampferola i miricetina
(Goldbohm i sar., 1996). Struktura ovih flavonola prikazana je na slici 5.

Kvercetin R1=0OH Rj=H

Kampferol Ri=H Ry=H

Miricetin R1=OH R2=0H
R3=OH ili O-glikozad

Slika 5. Struktura kvercetina, kamferola i miricetina

2.2.2. FIZIOLOSKO DELOVANJE CAJA

Brojni eksperimentalni i epidemioloski podaci, sakupljeni poslednjih godina u vode¢im
nau¢nim svetskim centrima, pokazuju da polifenolni antioksidanti prisutni u zelenom i
crnom ¢aju mogu znacajno da smanje rizik od bolesti raka. Mnoge od ovih studija odnose
se na zeleni Caj, a manji broj na crni. Pokazalo se da konzumiranje Caja i njegovih
polifenolnih konstituenata pozitivho uti¢e na zastitu od hemijskih karcinogena i UV
zraCenja. To se naroito odnosi na rak pluca, jednjaka, dvanaestopalacnog creva,

pankreasa, jetre, dojke, debelog creva i koze, a koji su izazvani hemijskim karcinogenima.

Konzumiranjem zelenog ¢aja smanjuje se rizik od kancerogenih oboljenja. Za to je, u
najvecoj meri, zasluzan (-)-epigalokatehin-3-galat, glavni polifenolni konstituent zelenog
Caja. Jedna 3olja (240 ml) zelenog caja sadrzi oko 200 mg (-)-epigalokatehin-3-galata.
Mnogi proizvodi kao 3to su Samponi, omek3ivaci za rublje, kreme, napici, kozmetika,
lilihip i sladoled sadrZe ekstrakt zelenog Caja u svojstvu aditiva (Mukhtar, Ahmad, 2000).
Istrazivanja su pokazala da i crni ¢aj ima sli¢ne antioksidativne efekte, za koje su zasluzni
njegovi polifenoli (Stoner, Mukhtar, 1995), tatnije galna kiselina (Ho i sar., 1992).

X i UV zralenje moZe izazvati oStecenje DNK tokom kasne profaze celije.
Korid¢enjem crnog ili zelenog ¢aja ovo moZe biti znacajno umanjeno. Prevencija oStecenja
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DNK, moze biti od primarne vaznosti pri sprecavanju ili blokiranju karcinogenih procesa
(Parshad i sar., 1998).

Antikancerogene i antimutagene osobine razli¢itih antioksidanata esto su u korelaciji
sa njihovom sposobno3¢u da smanje koncentraciju slobodnih radikala nastalih kao rezultat
metabolickih procesa. Na primer, karcinogenost policikli¢nih aromati¢nih ugljovodonika
(eng. PAH, polycyclic aromatic hydrocarbons) potice od toga §to se formiraju PAH
slobodni radikali. Dolazi do metabolicke aktivacije citohrom P-450 zavisnim enzimima.
Posto radikal-katjoni imaju kratak Zivot, zbog svoje elektrofilne prirode, mogu reagovati sa
vaznim biomolekulima i na taj naCin izazvati karcinogenezu. Pokazalo se da ekstrakt
zelenog Caja poseduje sposobnost transformacije policikli¢nih aromati¢nih ugljovodoniénih
katjon slobodnih radikala, ¢ak je u tome i efikasniji u poredenju sa butilhidroksitoluenom
(BHT) (Wang i sar., 1989). Takode, eckstrakt zelenog ¢aja uti¢e na formiranje i
transformaciju aktivnih kiseoni¢nih radikala, narocito hidroksi- i superoksid-anjon-radikala
(Zhao i sar., 1989). Smatra se i da je konzumiranje jedne 3oljice Caja, 3to se tice
antioksidativnog potencijala, ekvivalentno jednoj tableti od 200 mg vitamina C (du Toit i
sar., 2001). Pretpostavljeni mehanizam interakcije hidroksi-radikala ("OH) i polifenolnih
jedinjenja (ArOH) je:

ArOH + "OH — H,0 + ArO’

Polifenoli zelenog caja u smesi ili pojedinacno su efikasni antioksidanti in vitro i in
vivo, jer Stite membrane crvenih krvnih zrnaca od lizisa izazvanog slobodnim radikalima
(Zhang i sar., 1997).

Mnogi inicijatori i promoteri tumora su generatori slobodnih radikala, $to znaci da su

antioksidanti ¢esto i antikarcinogeni (Record i sar., 1996).

Veéina podataka o antikancerogenim svojstvima crnog i zelenog Caja dobijena je
tokom eksperimenata sa Zivotinjama i sa kulturama humanih Celija, mada postoje i naucne
studije sa dobrovoljcima (Goldbohm i sar., 1996). Da bi se doslo do kompletnih podataka o
lekovitom dejstvu oba ¢aja, potrebne su opsezne epidemioloske studije, i to sa populacijom

koja ima predispozicije za oboljevanje od raka.

Bolesti srca, posebno zastupljene u zapadnom svetu, rezultat su nacina Zivota, koji
podrazumeva ishranu bogatu zasi¢enim mastima i slabu fizicku aktivnost. Istrazivanja su
pokazala zadtitni efekat zelenog ¢aja, kada su u pitanju bolesti srca, visok krvni pritisak i
arterioskleroza. Oksidacija lipoproteina male gustine (LDL) i lipoproteina veoma male
gustine (VLDL) dovodi do progresivnih ostecenja arterija ili arterioskleroze, do angine
pektoris, koronarnih oboljenja srca ili do infarkta. Flavonoidi ¢aja, uglavnom galokatehini,
Stite LDL i VLDL od oksidacije slobodnim radikalima i jonima bakra i spreavaju Sirenje
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glatkih vaskularnih misiénih celija, cime se sprecava skleroza arterija. Neki od
konstituenata Caja, kao 3to je kvercetin, snizavaju krvni pritisak kod Zivotinja i Coveka,
¢ime se smanjuje rizik od kardiovaskularnih bolesti. Katehini Caja su pronadeni u humanoj
plazmi u koncentraciji dovoljnoj za antioksidativni efekat (Dufresne, Farnworth, 2000).

Neke studije o zelenom ¢aju i njegovoj polifenolnoj frakciji su kao rezultat imale
podatke o jakom antiinflamatornom dejstvu ¢aja, narocito kada je povisena temperatura
izazvana hemikalijama (12-O-tetradekanoilforbol-13-acetat) ili UV zralenjem. Takode,
zeleni Caj se pokazao kao odli¢an imunosupresant (Mukhtar, Ahmad, 2000) i kao sredstvo
koje snizava nivo holesterola (Record i sar., 1996). Katehini ¢aja efikasno redukuju
apsorpciju holesterola iz creva, ¢ime se smanjuje njegova rastvorljivost i povecava fekalna
ekskrecija, kako holesterola, tako i ukupnih masti (Dufresne, Farnworth, 2000).

Dijabetes je povezan sa povisenim sadrzajem glukoze u krvi. Ekstrakti zelenog i crnog
¢aja mogu znacajno da snize ovu vrednost kod pacova, redukujuéi apsorpciju glukoze i
usmeravajuci je drugim metabolickim putevima. Polifenoli ¢aja inhibiraju a-amilazu iz
pljuvacke, redukuju aktivnost crevne amilaze, $to dovodi do niZzeg stepena hidrolize
skroba, a samim tim i do umanjene asimilacije glukoze. Kao posledica toga, mukozna
resorpcija glukoze je otezana, jer polisaharidi onemogucavaju apsorpciju glukoze, a
difenilamin iz Caja potsti¢e njihov metabolizam. Polifenoli mogu da snize digestivnu
enzimsku aktivnost i da na taj na¢in uticu na resorpciju glukoze. Oni mogu da budu zastita,
tako Sto obaraju nivo uratnih toksina i metilgvanidina kod pacijenata podvrgnutih
hemodijalizi. Takode, oni S§tite od antioksidativnog stresa povezanog sa krajnjim
komplikacijama u patologiji dijabetesa, tako $to uspostavljaju ravnotezu izmedu pro- i
antioksidanata u organizmu (Dufresne, Farnworth, 2000).

Mogu se prona¢i i podaci da je zeleni Caj veoma dobar za sprecavanje kapi,
osteoporoze, bolesti jetre, bakterijskih i virusnih infekcija (Brown, 1999; Mukhtar, Ahmad,
2000). Sto se ti¢e antibakterijskog dejstva o tome postoje detaljna istraZivanja. Vodeni
ekstrakti ¢ajeva (Camellia sinensis L..) razlicitih vrsta i iz razlicitih izvora inhibiraju Sirok
spektar patogenih bakterija, ukljuCujuci Staphylococcus aureus, koji je rezistentan na
meticilin. Ekstrakti ¢aja, u dozama od oko jedne Solje ¢aja, imaju baktericidno dejstvo na
Staphylococci i Yersinia enterocolitica. Testiranjem Cistih komponenata, antibakterijska
aktivnost ekstrakta zelenog Caja moze se objasniti njegovim visokim sadrzajem EGC,
EGCG i ECG. U ekstraktima crnog caja, teaflavini i njihovi galati su dodatne
antibakterijski aktivne komponente (Yam i sar., 1997). Katehini aja su moguci antivirusni
i antiprotozoicki agensi. EGCG spaja i inhibira A i B viruse gripa u animalnim kulturama
Celija. Utvrdena je i antiviralna aktivnost protiv enzima HIV virusa, rotavirusa i
anterovirusa u kulturi majmunskih c¢elija, prethodno tretiranoj sa EGCG (Dufresne,

Farnworth, 2000).
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Biolosko dejstvo ¢aja zasniva se na:

e inhibiciji biohemijskih markera inicijacije tumora,

e inhibiciji biohemijskih markera razvoja tumora,

e uticaju na detoksikacione enzime,

e kompetitivnosti sa aktiviranim metabolitima karcinogena i
e antioksidativnoj aktivnosti.

2.2.3. BIORASPOLOZIVOST KOMPONENATA CAJA

Da bi se postiglo potpuno razumevanje mogucih uticaja flavonoida iz ¢aja na Zive
organizme, bitno je obratiti paznju na njihovu bioraspolozivost uklju¢ujuéi i njhovu
apsorciju, raspodelu, metabolizam i eliminaciju. Za razliku od Cistih flavonola, njihovi
glikozidi se veoma brzo apsorbuju, pogotovo u ljudskom organizmu. Verovatan razlog ove
pojave je aktivni transport glukoze u tankom crevu. Katehini i njihovi kondenzacioni
produkti iz crnog ¢aja se dobro apsorbuju. Prolaze kroz glukuronizaciju, sulfataciju i O-
metoksilaciju u jetri. U debelom crevu, bakterije raskidaju prstenove stvarajuci
valerolaktone, polipropionsku i benzoevu kiselinu. Polifenoli poseduju jak afinitet prema
proteinima preko razli¢itih fenolnih grupa, narocito kada proteini imaju visok sadrzaj
prolina, §to je slucaj u kazeinu, zelatinu i proteinima pljuvacke. Ipak, dodatak mleka u ¢aj
ne uti¢e na koncentraciju polifenola u plazmi. Flavonoidi ¢aja imaju i jak afinitet prema
gvozdu, s kojim formiraju nerastvorne komplekse, ¢ime se smanjuje bioraspolozivost ne-
hem gvozda. Medutim, vitamin C inhibira formiranje ovih kompleksa. Ovo je veoma vaZzna
¢injenica, pogotovo za ljude koji su vegetarijanci (Dufresne, Farnworth, 2000).

2.3. ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti su jedinjenja koja usporavaju ili sprecavaju redoks reakcije. Mogu da
deluju u svim fazama reakcija slobodnih radikala. Prema poreklu mogu biti prirodni i
sintetski. Delovanje antioksidanata moZe da se zasniva na spreavanju nastajanja novih
slobodnih radikala, kao i na uklanjanju (hvatanju) ve¢ stvorenih slobodnih radikala. U
najpoznatije antioksidante koji sprecavaju nastajanje slobodnih radikala spadaju sledeci

enzimi:
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e superoksid-dismutaza (SOD)-razgraduje superoksid-anjon radikal,

¢ glutation-peroksidaza (GPx)-redukuje vodonik-peroksid i hidroperokside masnih
kiselina, i

e Kkatalaza (CAT)-katalizuje razgradnju vodonik-peroksida na kiseonik i vodu.

Prema novijim podacima (Xu i sar., 2002), glukoza-6-fosfat dehodrogenaza, prvi enzim
u metabolickom putu pentoze fosfata, inace Siroko rasprostranjen u prirodi, je deo
antioksidantnog enzimskog sistema koji igra vaznu ulogu u zadtiti tkiva od razornog
dejstva kiseoni¢nih slobodnih radikala.

Antioksidanti koji uklanjaju stvorene slobodne radikale, predstavljaju hvatace ili
skevindZere (eng. scavenger) slobodnih radikala i najpoznatiji su vitamini (C, E, A, B,,
Bs), flavonoidi, katehini, tanini i terpeni (Djilas et al., 2002). Za antioksidativnu aktivnost
ovih grupa jedinjenja odgovorna je njihova hemijska struktura, kojom znacajno smanjuju
reaktivnost slobodnih radikala.

O antioksidativnom delovanju flavonioda i katehina bilo je re¢i u poglavlju 2.2.2.

2.3.1. ANTIOKSIDANTNI VITAMINI

Prema klasifikaciji Nacionalnog zdravstvenog instituta (eng. National Institute of
Health), ureda za zvani¢nu alternativhu medicinu (eng. Office Alternative Medicine) u
SAD-u, tretman antioksidantima spada u jedan od pet farmakolo3kih i bioloskih tretmana
(Bloch, 2000). Pri tome su, u funkciji antioksidanata, vitamini nasli svoje vazno mesto.

Megadoze antioksidanata-vitamina u nekim okolnostima umanjuju neZeljene efekte
tokom terapije citostaticima. Pokazalo se da su neke pojave, kao $to su bol, anemija i
gubitak apetita u mnogome ublaZene. Preliminarna istrazivanja su pokazala da terapija
smesom Cetiri vitamina (C, A, E i retinolna kiselina) moZe poboljsati u€inak terapije na
humani melanom. Takode je otkriveno da multipli antioksidativni dodaci ishrani, zajedno
sa promenom nadina Zivota i dijetom, mogu unaprediti uspesSnost standardnih i

eksperimentalnih terapija kancera (Bloch, 2000).

Prema najnovijim rezultatima istrazivanja americ¢kih hirurga (Nathens i sar., 2002),
davanje vitamina C i E kriti¢no bolesnim pacijentima nakon operativnog zahvata smanjuje
rizik od zastoja organa, povecava efiksanost ventilacije plu¢a aparatima i skracuje duzinu
intenzivne nege u jedinicama intenzivnog leenja. Oksidativni stres povezan je sa razvojem

sindroma akutnog respiratornog distresa, zastoja organa i aktivacije gena odgovornih za
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upalne prosece. Uz to, smanjenje endogenih antoksidanata povezano je s povecanjem
rizika prema razlicitim infekcijama. U studiji koja je obuhvatila 595 pacijenata, pokazalo
se da je, kod onih koji su posle operacije leCeni antioksidativnim suplementima
a-tokoferola i askorbata, znatno smanjeno vreme mehanicke potpore disanju i boravka u
jedinicama intenzivne nege.

Kako je vitamin E, u napitku od cajne gljive, detektovan samo u tragovima, a vitamin
A nije detektovan, nece biti predmet daljeg razmatranja. 1z ove grupe jedinjenja c¢e
detaljnije biti opisani samo vitamini By, Be i C, koji su obavezni konstituenti napitka.

2.3.1.1. VITAMIN B,

OH
@
\N/KO

Hy—(CHOH)3—CH20H

HaC N

HaC N
|
(&

Slika 6. Vitamin B,

Izvor vitamina B, (riboflavina) za coveka su prehrambeni proizvodi i, delimi¢no,
intestinalna bakterioflora. Dzigerica, bubreg, meso, Zumance, mleko, tvrdi sir i cerealije su
bogati riboflavinom. Manje je zastupljen u proizvodima od povréa. Preporucena dnevna
doza vitamina B; za odraslog ¢oveka od 1,2 do 1,7 mg (Stroev, 1989; Chaney, 1997).

U hrani je riboflavin uglavnhom deo flavin mononukleotida (FMN) i flavin adenin
dinukleotida (FAD). Dejstvom digestivnih enzima, riboflavin se oslobada i prostom
difuzijom apsorbuje u tankom crevu. Nakon usvajanja od strane mukoze i drugih tkiva
koristi se za biosintezu FMN i FAD. Ovi koenzimi su konstituenti flavin enzima (Stroev,
1989).

Flavin koenzimi imaju ulogu u brojnim reakcijama oksidacije supstrata u celiji, kao Sto
su transfer elektrona i protona u respiratornom lancu, mitohondrijska oksidacija piruvata,
sukcinata, 2-oksoglutarata, a-glicerol fosfata, masnih kiselina, biogenih amina, aldehida i
dr.

Posto riboflavin ucestvuje u oksidativnim procesima, od kojih su mnogi
energogenerisuci, lako se moze utvrditi razlog zbog kojeg nedostatak ovog vitamina
uglavnom uti¢e na regenerativna tkiva (Stroev, 1989). Avitaminoza B, se manifestuje
snizenom koncentracijom koenzimskih riboflavinskih formi, naroCito FMN. Relevantni
simptomi su takode lezije epitela mukoze koZe i roznjaCe. Poznati su i isuSenost mukoze
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usta i usne Supljine. Mukoza usta je crvene boje, a usne i uglovi usta su esto ispucali.
Koza, pogotovo koZa lica, je deskvamativna zbog smanjenog obnavljanja epitela.
SluzokoZa oka je suva i upaljena, a roznjaca crvena. Pacijenti Cesto pate od fotofobije
(Stroev, 1989).

Za vitamin B; se smatra da je, uz vitamine A i C, jedan od najznacajnijih agenasa za
protekciju od kancera debelog creva (La Vecchia i sar., 2001). Nau¢no-istrazivacka studija
radena na Kubi je pokazala znatno nizi status ovog vitamina kod aktivnih pu3aca, te je
preporuen njegov dodatan unos putem ishrane (Barnouin i sar., 2000). U Indiji je
sprovedena studija sa decom, koja su patila od bolesti izazvanih oksidativnim stresom, a
leCena su steroidima. Pokazalo se da je nakon ovakve terapije aktivnost riboflavina u
eritrocitima znaCajno smanjena, te da pojacane doze ovog jedinjenja mogu povoljno da
utiCu na pacijente (Mathew i sar., 2002).

Postoje razlicite pretpostavke mehanizma antioksidativnog dejstva vitamina B;. Jedna
od njih je da on ima funkciju kofaktora glutation reduktaze, koja odrzava glutation u
redukovanom stanju, te se u tom kontekstu posmatra kao indirektni antioksidativni vitamin
(Bohles, 1997). Osim toga, smatra se da oksidovani oblik riboflavina ima efikasnu
interakciju sa organskim slobodnim radikalima i superoksid-anjon radikalima, prilikom
koje se stvara leuko oblik. Ova forma se mnogo lakse oksiduje vazdu$nim kiseonikom ili
gvozde(Ill)-oblikom hemoglobina i citohroma ¢, i mogu nastati riboflavin i vodonik-
peroksid ili gvozde(ll)-oblici proteina koji sadrze hem. Redoks reakcije u prisustvu
vitamina B,, organskih slobodnih radikala, kiseonika i gvozde(lll)-oblika proteina koji
sadrze hem, sugeriSu da riboflavin igra ulogu antioksidanta u organizmu. Pretpostavljeno je
da usled interakcije sa superoksid-anjon radikalima, riboflavin stabilizuje nivo azot(Il)-
oksida u organizmu, i to u uslovima povecanog stvaranja superoksid-anjon radikala i
snizene aktivnosti superoksid-dismutaze (Stepuro i sar., 2002).

2.3.1.2. VITAMIN B¢

Izvori vitamina Bg (piridoksina) za Coveka su intestinalne bakterije i hrana, u koju

spadaju cerealije, leguminoze, meso i riba (Stroev, 1989).

Vitamin By je u hrani prisutan kao piridoksin, piridoksamin ili piridoksal (Slika 7), i to

slobodan ili vezan za fosfate, proteine ili aminokiseline.
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R
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Slika 7. Vitamin Bg

Sva tri oblika se u telu efikasno konvertuju u piridoksal 5-fosfat, koji je neophodan za
sintezu, katabolizam i interkonverziju aminokiselina. Piridoksal 5-fosfat je esencijalan za
produkciju energije iz aminokiselina i moZe se razmatrati kao vitamin koji oslobada
energiju. Vitamin B je takode neophodan za sintezu neurotransmitera serotonina i
norepinefrina, kao i za sintezu sfingolipida neophodnih za nastanak mijelina. Stoga manji
nedostatak ovog vitamina Cesto ima za posledicu iritabilnost, nervozu i depresiju.
Piridoksal 5-fosfat je potreban i za sintezu A-aminolevulinske kiseline, koja je prekursor
hema. Ponekad nedostatak vitamina B prouzrokuje srpastu anemiju. To je karakteristi¢na
mikrocitozna anemija, vidljiva u prisustvu visokog sadrzaja gvozda u serumu. Bioloka
studija o ljudskoj krvi je pokazala da, prilikom oksidativnog o$tecenja, piridoksin pokazuje
veoma veliku zastitnu ulogu, ¢ak oko tri puta vecu u poredenju sa vitaminom C (Stocker i
sar., 2003). Za vitamin Bs se jo§ smatra da utiCe na jaCanje imuno sistema kod AIDS
pacijenata (Liang i sar., 1996).

Piridoksal 5-fosfat je takode neophodan kao sastojak glikogen fosforilaze. Kovalentno
je vezan za lizin, ¢ime stabilizuje ovaj enzim. Ovom ulogom vitamina B se moZe objasniti
slabija tolerancija na glukozu. Ovaj vitamin je potreban i za konverziju homocisteina u
cistein, $to je veoma vazno, jer je poznato da hiperhomocisteinemija moze biti rizi¢an
faktor za kardiovaskularne bolesti. Piridoksal 5-fosfat je jedan od kofaktora, neophodnih za
konverziju triptofana u nikotinamid adenin dinukleotid (NAD) (Chaney, 1997).

Dnevne potrebe odraslog ¢oveka za vitaminom Bg iznose od 1,4 do 2,0 mg dnevno, pri
¢emu treba naglasiti da su ove potrebne vrednosti vece tokom trudnoce i laktacije. Takode,

sa starenjem rastu i potrebe za ovim vitaminom (Chaney, 1997).

2.3.1.3. VITAMIN C

Namirnice bogate vitaminom C (L-askorbinskom kiselinom) su sveZe voce i povrce.

Posebno se izdvaja plod nara (Stroev, 1989).

Vitamin C je lakton 2-keto L-gulonske kiseline (Slika 8).
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Slika 8. Vitamin C
a) L-askorbinska kiselina
b) L-dehidroaskorbinska kiselina

Glavna bioloska uloga vitamina C ogleda se u tome da je on redukcioni agens u
nekoliko vaznih reakcija hidroksilacije u organizmu. Uestvuje u hidroksilaciji lizina i
prolina u protokolagen. Bez ove reakcije, protokolagen se ne moze pravilno umreziti u
normalna vlakna kolagena. Zbog toga je vitamin C neophodan za odrzavanje vezivnog
tkiva i za zarastanje rana. Bitan je i za formiranje kostiju, posto tkivo kostiju poseduje i
organski matriks koji sadrzi kolagen. Po3to je kolagen komponenta koja ucestvuje u
formiranju zidova kapilara, moze se reci da je nedostatak vitamina C u direktnoj vezi sa
krto$¢u kapilara (Chaney, 1997).

Vitamin C se koncentriSe u nadbubreznoj Zlezdi, naroCito tokom stresa, a moze
uCestvovati 1 u reakcijama hidroksilacije tokom sinteze nekih kortikosteroida.
L-askorbinska kiselina poseduje i druge vazne osobine, koje nisu u vezi sa enzimskom
hidroksilacijom. Na primer, pomaze apsorpciju jona gvozda redukujuci ga, u Zzelucu, u
gvozde(Il)-oblik; Stiti vitamin A, vitamin E i neke B vitamine od oksidacije; pospesuje
iskorid¢enje folne kiseline i, $to je najvaznije, vitamin C je veoma bioloski vazan
antioksidant. Smatra se da antioksidanti, kao $to su p-karoten i vitamin C, a unose se
ishranom, snizavaju rizik od kancera (Chaney, 1997). Eksperimenti su pokazali da i u
ve¢im koli¢inama, u prisustvu jona gvozda ili bakra i vodonik-peroksida, askorbinska
kiselina deluje kao antioksidant koji sprecava lipidnu peroksidaciju i ne stimulise
oksidaciju proteina u humanoj plazmi in vitro (Suh i sar., 2003). Tokom jednog atletskog
takmicenja, dakle sa ljudima izlozenim ekstremnim fizickim naporima, sprovedena su
istrazivanja gde je pracena zavisnost izmedu koli¢ine unetog vitamina C i njegovog nivoa u
plazmi. U grupi koja je dobijala vec¢i dozu vitamina C, analiza plazme nakon nadmetanja je
pokazala povecanu aktivnost katalaze ertirocita, kao i glutation peroksidaze. Ovi rezultati
bi mogli da sugerisu veoma vaznu ulogu askorbata u plazmi, onosno da se povecanim
dnevnim unosom askorbata putem ishrane, u cilju odbrane protiv oksidativnog stresa
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izazvanog vezbanjem ili nekim drugim fizickim optere¢enjima, realno mogu izbeci
negativni efekti na integritet eritrocita (Tauler i sar., 2003).

Simptomi izazvani nedostatkom vitamina C su uglavnom direktno povezani sa
njegovom metabolickom ulogom. Posledice su krtost kapilara, slabljenje imuno sistema i

skorbut. Skorbut je pracen sporijim zarastanjem rana, osteoporozom i anemijom (Chaney,
1997).

Cesto se desava i da pored unete dovoljne koli¢ine vitamina C, njegovo iskorii¢enje
nije adekvatno. To je uglavnom posledica stresa. Takode, puSenje prouzrokuje niZi nivo
vitamina C u serumu. Zbog toga je preporucena dnevna doza ovog vitamina za pu3ace, sa
uobicajenih 60 mg dnevno, povecana na 100 mg. Aspirin, oralna kontraceptivna sredstva i
kortikosteroidi snizavaju efikasnost L-askorbinske kiseline u organizmu, pa se i u ovim
slu¢ajevima preporucuje povecana dnevna doza.

2.4. SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali su atomi, joni, molekuli ili druge molekulske vrste, koje sadrze
nesparene elektrone. Nespareni elektron se moze nalaziti na ugljenikovom atomu, kao kod
alkil-radikala, na kiseonikovom atomu, kao kod alkoksi-, hidroksi-, peroksi-, superoksid-
anjon-radikala, ili na atomu sumpora, kao kod tiil- radikala i dr. Nespareni elektron mogu
imati i atomi halogena, alkalnih metala i joni nekih drugih metala.

Radikal-joni su molekulske vrste koje nastaju prelaskom samo jednog elektrona na
neutralni molekul ili oduzimanjem samo jednog elektrona od neutralnog molekula. Ove
molekulske vrste nose istovremeno i naelektrisanje i nespareni elektron (Canadanovi¢-
Brunet, 1997).

(R:X) «—R:X——>(R:X)"

Postoji nekoliko procesa nastajanja slobodnih radikala, a to su:

e homoliticko raskidanje veze unutar molekula,
e oksido-redukcione reakcije,

e termoliza,

e fotoliza,

e radioliza,

e prenos jednog elektrona sa jona prelaznog metala na organski molekul,
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e dejstvo ozona, azot(IV)-oksida ili singlet kiseonika i
* invivo enzimski procesi nastajanja slobodnih radikala.

Prema relativnoj stabilnosti, slobodni radikali su podeljeni na nepostojane i postojane.
Stabilnost slobodnih radikala je termodinamicka karakteristika, koja zavisi od sposobnosti
ostalog dela molekula da stabilizuje nespareni elektron. Glavni faktori koji uticu na
stabilnost slobodnih radikala su delokalizacija i sterni efekat. Delokalizacija nesparenog
spina povecava stabilnost radikala i omogucava reakciju preko vise razli¢itih polozaja.
Vreme Zivota radikala zavisi i od sternog zaklanjanja centra radikala, od strane velikih
supstituisanih grupa, koje se nalaze u okolini i ometaju radikal-radikal reakcije i reakcije sa
nekim supstratom. Utvrdeno je da je sterni efekat, kao faktor stabilnosti radikala, vazniji od
efekta delokalizacije (Canadanovié-Brunet, 1997).

Slobodni radikali su visoko potencijalne oksidativne vrste, koje reaguju sa velikim
brojem organskih jedinjenja u hemijskim i bioloskim sistemima, smanjuju nutritivhu
vrednost prehrambenih proizvoda i odtecuju celije tkiva zivih organizama, uz iniciranje
mutagenih i kancerogenih procesa u njima. Do 3tetnog delovanja slobodnih radikala u
organizmu dolazi usled slabljenja kontrolnih mehanizama, $to dovodi do niza negativnih
promena u c¢elijama, kao Sto je hidroksilacija purinskih i pirimidinskih baza DNK,
peroksidacija lipidnih membrana i oksidacija tiolnih grupa enzima i proteina
(Canadanovié¢-Brunet, 1997).

2.4.1. HIDROKSI-RADIKALI

Hidroksi-radikali mogu nastati:

e homoliti¢kim raskidanjem O-O veze u molekulu vodonik-peroksida, pod dejstvom

toplote, jonizujuceg zracenja i UV svetlosti,
e reakcijom ozona i vode u alkalnoj sredini
0,+H,0>0,+2 OH
¢ reakcijom vodonik-peroksida sa bakar(ll)- i gvozde(ll)-jonima (Fentonova reakcija)

H,0, + Fe’* > Fe™ + "OH +OH"
H,0,+Cu* >Cu’" + "OH +OH

33



Radomir Malbasa Doktorska disertacija

e reakcijom vodonik-peroksida sa superoksid-anjon-radikalima (Haber-Weissova
reakcija), koja se visestruko ubrzava u prisustvu gvozde(lll)-jona kao katalizatora

0} +H,0, 50, + "OH +OH"

Neki autori smatraju da u toku Fentonove reakcije, pre nastajanja hidroksi-radikala,
nastaje intermedijer feril, u kome gvozde ima oksidacioni broj +4 (Canadanovi¢-Brunet,
1997):

H,0, +Fe?* & [FeOH ™ ili FeO™ J¢> Fe* + *OH + OH"

Inhibicija reaktivnih hidroksi-radikala, koji u vecini slu¢ajeva nastaju mehanizmima
Fentonove i Haber-Weiss-ove reakcije, moguca je u prisustvu:

- superoksid-dismutaze,

- helata kod kojih je veza izmedu gvozda i polidendatnih liganada tesko raskidiva,
- enzima ili drugih molekula koji uklanjaju vodonik-peroksid i

- hvataca (skevindzera) hidroksi-radikala.

Treba naglasiti da inhibicija Fentonove i Haber-Weiss-ove reakcije zavisi od
karakteristika ispitivanih model, prirodnih, hemijskih ili bioloskih sistema, koji
omogucavaju nastajanje hidroksi-radikala, kao i od pH vrednosti reakcionih sredina i
primenjene metode za detekciju hidroksi-radikala (Canadanovi¢-Brunet, 1997).

Prema klasifikaciji, postoje tri osnovna tipa reakcija hidroksi-radikala:

- izdvajanje vodonika (na pr., reakcija hidroksi-radikala sa alkoholima)
- adicija (na pr., na purinske i pirimidinske baze DNK) i
- prenos elektrona u reakcijama sa organskim i neorganskim jedinjenjima (na pr., sa

hloridnim jonom)

Ovim reakcijama, u bioloskim sistemima, naj¢ei¢e nastaju slobodni radikali, koji su
manje reaktivni od hidroksi-radikala, ali su i oni 3tetni za Zive organizme. Hidroksi-radikali
su najreaktivnija hemijska vrsta i reaguju sa skoro svim molekulskim vrstama u Zivim
organizmima: 3$ecerima, aminokiselinama, fosfolipidima, nukleotidima i organskim

kiselinama (Canadanovi¢-Brunet, 1997).
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2.4.2. ELEKTRON SPIN REZONANTNA SPEKTROSKOPIJA

Elektron spin rezonantna (ESR) tehnika je jedina instrumentalna metoda za direktno
odredivanje slobodnih radikala. Ova metoda u kombinaciji sa “spin-trap” tehnikom je
primenljiva u svim Zivim sistemima, kao i u prehrambenim proizvodima. Zasniva se na
rezonantnoj apsorpciji - elektromagnetnog zracenja od strane nesparenih elektrona u
homogenom magnetnom polju. Ova metoda se Cesto naziva i elektron paramagnetna
rezonancija (EPR), jer se njome mogu ispitivati samo paramagnetne supstance, tj.
supstance koje sadrze atome, jone ili molekule sa nesparenim elektronima. Takode, ESR
spektroskopija se koristi u fizici, hemiji, biologiji i medicini. U biologiji se ESR
spektroskopija koristi za detekciju slobodnih radikala nastalih fotohemijskim ili
radiolitickim putem, za ispitivanje enzimskih reakcija, fotosinteze, metalo-enzima, flavo-
proteina i mikroorganizama. U medicini se ESR spektroskopija primenjuje za ispitivanje
kancerogeneze, krvi, Zzivih tkiva i dr. U hemiji slobodnih radikala, ESR predstavlja
osnovnu eksperimentalnu tehniku za ispitivanje oksido-redukcija, biradikalskih i triplet
stanja molekula, strukture i reakcija polimera, kao i mehanizama organskih reakcija
slobodnih radikala (Canadanovié-Brunet, 1998).

ESR spektar je prvi izvod apsorbovane mikrotalasne energije u zavisnosti od jacine
primenjenog magnetnog polja. Za interpretaciju ESR apsorpcione linije spektra, u cilju
dobijanja informacija o posmatranom sistemu, bitne su sledece karakteristike:

I. polozaj apsorpcione linije,
2. intenzitet apsorpcione linije,
3. Sirina apsorpcione linije,

4. oblik apsorpcione linije i
5

broj linija i njihovo razdvajanje, odnosno hiperfina struktura apsorpcione linije.

U praksi je utvrdeno da se zadovoljavajuc¢i ESR spektri mogu dobiti ako se koristi
magnetno polje ¢ija je jacina velic¢ine od 10 do 100 G, pri ¢emu je neophodno koridc¢enje
elektromagnetnog zracenja iz mikrotalasnog dela spektra. Zbog prakti¢nih ogranicenja u
radu sa mikrotalasnim zraCenjima, prilikom snimanja ESR spektra fiksira se frekvencija
mikrotalasnog zracenja i prati se njegova apsorpcija u funkciji jaCine primenjenog
magnetnog polja. Ve¢ina komercijalnih ESR spektrometara koristi mikrotalasno zraCenje
X-trake, &ija je nominalna vrednost 9.5 GHz, jer se time postize zadovoljavajuci
kompromis izmedu osetljivosti, spektralne rezolucije, veli¢ine uzorka koji se moze koristiti
i cene tehnickih redenja koja se primenjuju u konstrukceiji instrumenata. Ovoj frekvenciji
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zratenja za g-vrednost (spektroskopski faktor cepanja) slobodnog elektrona odgovara
jacina magnetnog polja od oko 34 G (Canadanovi¢-Brunet, 1998).

2.4.2.1. ESR I “SPIN-TRAP” METODA

ESR spektroskopija je izuzetno osetljiva metoda, kojom mogu da detektuju
koncentracije slobodnih radikala i nize od 10" mol/l, pod uslovom da se radikali zadrze u
ispitivanom sistemu onoliko vremena koliko je potrebno da se detektuju. Za analiziranje
nestabilnih slobodnih radikala primenjuje se “spin-trap™ (hvatanje radikala) metoda.
Dodavanjem odredenih organskih jedinjenja, “spin-trap” reagenasa (hvataca radikala), u
sistem sa prisutnim reaktivnim radikalima, reakcijom nastaju relativno stabilni radikali
pogodni za detekciju ESR spektroskopijom (Canadanovi¢-Brunet, 1998).

Reakcijom nitrozo-jedinjenja ili nitrona sa reaktivnim radikalima (X°), dobijaju se
nitroksid-radikali sa relativno dugim vremenom Zivota. Na primer:

R-N=0 + X*— R-rlxx-o'
X

R-CH=N'-R" + X"—- R'-Clll-r\ll-R“
|
o X 0

U praksi se najéesce koriste sledeci “spin-trap™ reagensi: terc-Nitrozobutan (INB); N-
terc-Butil-a-fenilnitron (PBN): 5.5-Dimetilpirolin-N-oksid (DMPO); 2,4,6-Tri-terc-butil-
nitrozobenzen (BNB) i a-(4-Piridil-1-oksid)-N-rerc-butilnitron (4-POBN).
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3. MATERIJAL I METODI RADA

3.1. KULTIVACIJA CAJNE GLJIVE

Cajna gljiva poreklom iz Rusije, ¢iji Jje mikrobioloski sastav kompleksan i sastoji se od
viSe izolata kvasaca i bakterija (Markov i sar., 2001), je paralelno kultivisana na dva
razli¢ita supstrata:

- vodeni ekstrakt crnog Caja (1,5 g/L), dobavljata “Adonis”, Jagodina, zasladen
saharozom (70 g/L),

- vodeni ekstrakt zelenog caja (1,5 g/L), Milford Griiner Tee, China Green, zasladen
saharozom (70 g/L)

Priprema supstrata za kultivaciju ¢ajne gljive je ranije detaljno opisana (Sievers i sar.,
1995; Loncar i sar., 2000).

Da bi se postigla reproduktivnost pripreme Cajnog ekstrakta, listovi ¢aja, kako crnog.
tako i zelenog, su samleveni u elektrichom mlinu. Prosejavanjem je odreden srednji
precnik, koji je kod listova crnog ¢aja iznosio 0,2132 mm, a kod zelenog 0,2044 mm.

Supstrati su zasejavani sa 10 % (v/v) nativnog inokuluma lokalne, domace kombuhe,
uzetog nakon 7 dana fermentacije, kao i starter kulturama formiranim od izolata kvasaca i
bakterija iz iste lokalne, domace kombuhe. 1zolati mikroorganizama se Cuvaju na predmetu
Mikrobiologija, Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu.

Starter kulture su pripremljene od kvasaca Torulopsis sp., Saccharomyces bisporus,
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces sp., Saccharomycodes ludwigii i meSane
kulture siréetnih bakterija, i to tako da su kombinovani jedan kvasac i meSana kultura
siréetnih bakterija. Na taj nacin je formirano pet razlicitih starter kultura. Prilikom
pripreme inokuluma starter kultura, inicijalna koncentracija kvasca i meSane kulture
sircetnih bakterija iznosila je oko 5,8:10" ¢elija/mL supstrata.

Fermentacija, na 28°C, je trajala 10 dana, a uzorci su uzimani u isto vreme treceg,
sedmog i desetog dana. Neinokulirani supstrati su nazvani “nultim™ uzorcima.
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3.2. METODI ANALIZE

3.2.1. ODREDIVANJE OSNOVNIH PARAMETARA METABOLICKE
AKTIVNOSTI CAIJNE GLJIVE

Vrednost pH fermentativnih tenosti merena je elektri¢nim pH metrom.

SadrZaj D-glukoze i D-fruktoze je odreden enzimskim testom po Boehringeru (Cat.
No. 139106). Odredivanje sadrzaja D-glukoze se zasniva na merenju apsorbancije
redukovanog oblika nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH) (340 nm), nastalog u
reakciji izmedu D-glukoze i enzima glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza, a sadrzaja D-fruktoze
na merenju apsorbancije NADPH (340 nm), nastalog u reakciji izmedu D-fruktoze i
enzima fosfoglukoza-izomeraza.

Sadrzaj saharoze je dobijen racunskim putem, nakon merenja sadrzaja D-glukoze i
D-fruktoze nastalih enzimskom hidrolizom.

Glukuronska kiselina je odredena metodom po Niru (1964), zasnovanom na merenju
apsorbancije ruzicaste boje (580 nm), koja se stvara u reakciji izmedu glukuronske kiseline
i naftolrezorcinola.

L-mle¢na Kiselina je odredena spektrofotometrijski (340 nm) preko redukovanog
oblika nikotinamid adenin dinukleotida (NADH+H"), koji nastaje redukcijom NAD" pri
oksidaciji L-mle¢ne u pirogrozdanu kiselinu (Boehringer, Mannheim, Cat. No. 138084).

Limunska Kiselina je odredena enzimskim testom, Boehringer, Mannheim (Cat. No.
139076), koji je zasnovan na slede¢im principima: limunska kiselina se konvertuje u
oksalacetat i acetat u reakciji katalizovanoj enzimom citrat liaza. U prisustvu enzima
L-malat-dehidrogenaza i L-laktat-dehidrogenaza, oksalacetat i piruvat kao njegov produkt
dekarboksilacije se redukuju u L-malat i L-laktat, respektivno, pomocu redukovanog
nikotinamid adenin dinukleotida (NADH). Koli¢ina stvorenog NADH je stehiometrijski
ekvivalentna koli¢ini citrata u uzorku. Meri se apsorbancija NADH, na 340 nm.

Enzimski testovi izvedeni su striktno prema uputstvu proizvodaCa, a
spektrofotometrijska merenja su uradena na UV-VIS uredaju Hewlett Packard.

Sadrzaj ukupnih kiselina je odreden titracijom toplog uzorka fermentativne te¢nosti
(oko 70 °C) rastvorom natrijum-hidroksida, koncentracije 0,09551 mol/L, uz fenolftalein

kao indikator (O1V, 1990).
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Isparljive kiseline su destilovane vodenom parom, a zatim odredene titracijom
natrijum-hidroksidom, uz indikator fenolftalein (OIV, 1990).

Organske Kiseline (jabucna, vinska, limunska, glukuronska, mle¢na) su analizirane
hromatografijom na tankom sloju (eng. Thin layer chromatography, TLC). Nepokretna faza
je bila celuloza MN 300 (Serva, Heidelberg, Germany), u sistemu rastvaraca etanol-cc
amonijak-voda (16:1:3, v/v), uz dodatak 3% piridina i 0,05% indikatora bromfenol plavo
(Hais, Macek, 1959).

Prirodna aromati¢na jedinjenja su analizirana hromatografijom na tankom sloju
mikrokristalini¢ne celuloze (Avicel, Merck, Darmstadt, Germany) sa pokretnom fazom
etil-acetat : mravlja kiselina : sir¢etna kiselina : voda (100:11:11:26, v/v). Mrlje su
identifikovane posmatranjem ploca u UV komori na 254 nm, kao i prskanjem ploca
1%-nim rastvorom gvozde(lll)-hlorida u etanolu (Ahrem, Kuznecova, 1976, Exarchou i
sar., 2002).

Masa celulozne opne-biomasa je merena na tehnic¢koj vagi, nakon sudenja opne filter
hartijom.

3.2.2. ANALIZA VITAMINA U NAPICIMA OD CAJNE GLJIVE

Sadrzaj vitamina C je odreden enzimskim testom po Boehringeru, Mannheim (Cat.
No. 0409677). Odredivanje se zasniva na redukciji tetrazolijumove soli MTT (3-(4,5-
dimetiltiazolil-2)-2,5-difeniltetrazolijum bromid) od strane vitamina C, u prisustvu
prenosioca elektrona 5-metilfenazinijum metil sulfata (PMS) na pH 3,5, u MTT-formazan.
Merena je apsorbancija MTT-formazana, 578 nm (instrument Hewlett Packard).

Vitamini B; i B¢ su analizirani teénom hromatografijom pod visokim pritiskom (eng.
High performance liquid chromatography, HPLC), na uredaju Shimadzu-Japan sa
softverskom podrikom istog proizvodaca. Uzorci su za analizu pripremani propustanjem
kroz hidrofilni membranski filtar, pre¢nika pora 20 pm. Sve analize su radene na sobnoj

temperaturi.
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B> Be
Kolona NOVA-PAK™ (Waters-USA) NOVA-PAK™ (Waters-USA)
100x8 mm, pre¢nik 10 um 100x8 mm, pre¢nik 10 um
Cartridge RP-Radial PAK™ RP-Radial PAK™
Pokretna faza Amonijum-acetat (5 mmol/L) Pentansulfonska kiselina (5
+ metanol, 770 + 300, pH 3 mmol/L) u 20% metanolu
Protok (mL/min) 2 1
Zapremina petlje (pnL) 20 20
Detektor Fluorescentni RF-535 Fluorescentni RF-535
Talasna duzina ekscitacije (nm) 450 286
Talasna duzina emisije (nm) 530 392

3.2.3. ESR ANALIZA SLOBODNIH RADIKALA U NAPICIMA OD CAJNE
GLJIVE

Antioksidativna aktivnost napitaka od Cajne gljive ispitana je ESR spektroskopskom
analizom njihovog uticaja na formiranje i transformaciju dve vrste slobodnih radikala,
reaktivnih hidroksi- i stabilnih 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikala. ESR spektri u
svim ispitivanim model sistemima snimani su na ESR spektrometru Bruker 300 E
(Rheinstetten, Karlsruhe, Nemacka), mikrotalasnog zracenja nominalne frekvencije 9,5
GHz (X-traka).

Reaktivni hidroksi-radikali su analizirani u rastvoru dobijenom me3anjem 0,2 mL
5,5-dimetilpirolin-N-oksida (DMPO), koncentracije 0,3 mol/L; 0,2 mL vodonik-peroksida,
koncentracije 10 mmol/L; 0,2 mL gvozde(ll)-jona, koncentracije 10 mmol/L i 0,2 mL
crnog ili zelenog ¢aja (“nulti” uzorci). Smesa je intenzivno mesana u toku 5 minuta i
preneta u kvarcnu ESR kivetu za vodene rastvore (ER-160-FC). ESR spektri su snimani na

sobnoj temperaturi, pri sledec¢im uslovima:

-frekvencija modulacije 100 KHz,
-amplituda modulacije 0,512 G,
-vremenska konstanta 81,92 ms,
-vremenski opseg merenja 163,84 ms,
-centar polja 3440 G,
-ukupan opseg merenja 100 G,
-frekvencija mikrotalasnog podrucja 9,64 GHz,
-snaga mikrotalasnog podrucja 20mW i
-temperatura 20°C.
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Da bi se utvrdio uticaj uzoraka fermentativne te¢nosti ¢ajne gljive na formiranje i
transformaciju hidroksi-radikala, u ve¢ opisani model sistem je, umesto “nultih” uzoraka.
dodavano 0,2 mL uzorka fermentativne te¢nosti.

Antioksidativna (AA, ) aktivnost definisana je kao:

h, |
AA.., =" 100[%]

*OH

0

gde je:
ho-visina drugog pika ESR signala DMPO-OH, pre dodatka uzorka,
hy-visina drugog pika ESR signala DMPO-OH, nakon dodatka uzorka.

Stabilni DPPH radikali su analizirani u rastvoru dobijenom mesanjem 200 pl. metanola
i 600 pL metanolnog rastvora DPPH koncentracije 0,4 mmol/L (slepa proba). Ovako
dobijena sme3a je intenzivno mesana u toku 2 minuta i preneta u kvarcnu ESR kivetu (ER-
160-FC), a ESR spektri su snimani na sobnoj temperaturi, pri slede¢im uslovima:

-frekvencija modulacije 100 KHz,
-amplituda modulacije 0,226 G,
-vremenska konstanta 40,96 ms,
-vremenski opseg merenja 671,089 ms,

-frekvencija mikrotalasnog podru¢ja 9,64 GHz.

Antioksidativna aktivnost fermentativnih tecnosti ispitana je ESR spektroskopskom
analizom DPPH radikala pod istim eksperimentalnim uslovima, u rastvorima dobijenim
meSanjem 100 pl fermentativne te¢nosti, 100 pl. metanola i 600 pl rastvora DPPH

koncentracije 0,4 mol/L (proba).

Antioksidativna aktivnost (AA ;) definisana je kao:

h,—h,

AA pppy = -100[%]

0
gde je:
h,-visina drugog pika ESR signala DPPH radikala slepe probe,
hy-visina drugog pika ESR signala DPPH radikala probe.

Kalibracija magnetnog polja i odredivanje g-vrednosti su uradeni koris¢enjem Fermy
soli (peroksilamin-disulfonat). Konstante hiperfinog cepanja izraunate su direktnim
merenjem ili na osnovu kompjuterski dobijenog drugog izvoda spektra, posle optimizacije
odnosa signal/Sum. Dobijeni ESR spektri poredeni su sa kompjuterski simuliranim

spektrima.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. KARAKTERIZACIJA NAPITKA OD CAJNE GLJIVE

i
; Da bi se okarakterisala fermentacija i napitak od &ajne gljive, morala su se uraditi
j mnoga istrazivanja. Pri tome je u vecini eksperimenata uradena fermentacija ¢ajne gljive
: na naj¢edc¢e upotrebljavanom supstratu, crnom ¢aju zasladenom saharozom, tokom 21
dana, na temperaturi od 28°C. Uzorci dobijeni nakon 7 dana fermentacije su u tekstu
pominjani kao napitak, a ostali uzorci kao fermentativna te¢nost. Neki od rezultata koji
! karakteriSu napitak i fermentaciju ¢ajne gljive, odnosno parametri fermentacije ¢ajne gljive

na crnom ¢aju zasladenom saharozom, prikazani su u Tabeli 7.

Tabela 7. Parametri fermentacije ¢ajne gljive na crnom ¢aju zasladenom saharozom.

Vreme Glukoza Fruktoza GK* MK** UK*** [K**** pH Biomasa
fermentacije | (L)  (gl) (gL) (@) (gL)  (gL) (2)
(dani)
' 0 0,03 0,03 0,068 0,00 0,07 0,03 6,65 -
P 3 6,38 3,57 0,132 0,02 2,63 1,37 3,40 1,54
7 8,44 6,93 0,280 0,26 5,99 3,31 3,34 420
10 13,04 7,11 0,236 0,25 9,77 516 325 474
l 14 13,59 5,62 0,260 0,27 14,10 820 3,06 532
L 21 12,45 5,33 0,258 0,29 22,04 12,56 294 6,27

*GK-glukuronska kiselina
**MK-mlecna kiselina
***UK-ukupne kiseline
****[K-isparljive kiseline

Osnovni izvor ugljenika za fermentaciju Cajne gljive je saharoza i jedino je ona
dodavana u supstrat, tako da se pocetni sadrzaj glukoze i fruktoze od 0,03 g/L (Tabela 7)
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moZe pripisati greski metode. Tokom fermentacije, za nastanak slobodne glukoze i
fruktoze odgovoran je enzim invertaza i mogao bi se o¢ekivati podjednak sadrzaj i jednog i
drugog monosaharida. Medutim, kako se vidi mikroorganizmi ih ne usvajaju podjednako.
Ocigledno je da koris¢ena kultura ¢ajne gljive brze metabolizira fruktozu. Isto su pokazali i
rezultati drugih autora (Sievers, 1995). Koji ¢e monosaharid kombuha brze usvajati zavisi,
prvenstveno, od tipa lokalne kulture.

Posmatrajuci bilans iskori¢enja saharoze tokom fermentacije kombuhe, dolo se do
interesantnih podataka (Malbasa i sar., 2002). Ako se akcenat stavi na sedmi dan
fermentacije (slika 9), kada se napitak proizveden lokalnom, doma¢om kombuhom, zbog
senzornih karakteristika, preporucuje za konzumiranje, uoceno je da od 70 g/l. saharoze
ostaje nefermentisano 34,06%, da 11,74% otpada na D-glukozu, 9.99% na D-fruktozu,
0,12% na celuloznu plutaju¢u opnu, a 44,09% na ostale metabolite. Od tih ostalih
metabolita, najve¢i udeo imaju organske kiseline, koje su veoma bitne za stabilnost i
odrzivost napitka, dok je udeo drugih supstanci mnogo manji, ali je njihova vaznost
ogromna, bilo da se posmatraju antioksidativne karakteristike, bilo da su neke druge

funkcije u pitanju.
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Slika 9. Bilans iskori§¢enja saharoze tokom fermentacije ¢ajne gljive na zasladenom crnom

aju nakon 7 dana fermentacije

43



Radomir Malbasa Doktorska disertacija

Sa fizioloskog stanovidta glukuronska kiselina je veoma bitna za Coveka. tako da njena
biosinteza tokom fermentacije Cajne gljive (0,280 g/L, sedmog dana fermentacije) u
mnogome doprinosi farmakoloskom dejstvu napitka (Loncar i sar., 2000). Potrebno je
naglasiti da ona ireverzibilno vezuje metabolicke i toksine poreklom iz spoljne sredine i da
se tako inhibirani toksini u vidu glukuronida ili konjugovanih glukuronskih kiselina
izbacuju iz organizma putem urina. Ovaj proces je odgovoran za spreavanje/lecenje gihta,
reumatizma i artritisa (Kaufman, 1996). Postoje razli¢iti podaci o kvalitetu i koligini
glukuronske kiseline u napitku od ¢ajne gljive. Neki autori (Roussin, 1996: Greenwalt i
sar., 2000) smatraju da ¢ajna gljiva nema sposobnost biosinteze ove kiseline, dok su je neki
detektovali u veoma niskim koncentracijama (Blanc, 1996). U poredenju sa rezultatima
Blanca (1996), vrednosti sadrzaja glukuronske kiseline prikazane u ovom radu su za oko
30 puta vece (Loncar i sar., 2000).

U fermentisanoj hrani se obi¢no nalaze oba oblika mle¢ne kiseline, ali vise L-mle¢ne
kiseline, dok je kod kombuhe L- forma primarna (Kaufman, 1996). Kao 3to se iz tabele 7
vidi, sedmog dana fermentacije, sadrzaj L-mlecne kiseline je 0,26 g/L., 3to bitno doprinosi
kvalitetu proizvoda (Malbasa i sar., 2002). Reiss (1987) je pronasao kontinualan porast
sadrzaja mlec¢ne kiseline tokom fermentacije, sa maksimalnom vrednos¢u od 2,9 g/l
nakon 14 dana fermentacije. Za razliku od njega, najvisi sadrzaj koji je izmerio Blanc
(1996) bio je 0,6 g/L, dok Sievers i saradnici (1995) nisu uopste detektovali bilo koji oblik
mle¢ne kiseline, jer su utvrdili da lokalna kultura koju su koristili metabolizuje laktat. Ove
razlike se, sasvim sigurno, baziraju na specificnosti lokalne kulture, korid¢ene za pripremu

napitka od ¢ajne gljive.

U poglavlju 2.1.3. je pomenuto da napitak od Cajne gljive sadrzi brojne organske

kiseline. TLC hromatogram nekih organskih kiselina prikazan je na slici 10.

Posmatranjem hromatograma (Slika 10), moze se uociti da primenjena lokalna, domaca

kultura ajne gljive ima sposobnost biosinteze mlecne, glukuronske, limunske, vinske i

jabu¢ne kiseline. Medutim, kiselina koja preovladuje u napitku od Cajne gljive i ¢ija je

biosinteza dominantna tokom fermentacije jeste sircetna kiselina. Zbog toga je sadrzaj
ukupnih i isparljivih kiselina, prikazan u tabeli 7, izrazen kao g/L sircetne kiseline. MoZe
se primetiti da se sadrzaj kiselina, kako isparljivih, tako i ukupnih, od treceg do
dvadesetprvog dana povecava za oko 10 puta, $to je rezultat intenzivne metabolicke

aktivnosti sirc¢etnih bakterija.
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Slika 10. Hromatogram nekih organskih kiselina u uzorcima fermentativne tecnosti ¢ajne
gljive (Lon¢ar i sar., 2000)

1-5: Standardi-jabuc¢na, vinska, limunska, glukuronska i mle¢na kiselina
6: Smesa standarda

7: Crni Caj
8-13: Fermentativna te¢nost treceg, sedmog, desetog, etrnaestog, sedamnaestog i dvadesetprvog
dana

Kada se posmatra pH kao parametar fermentacije, uofava se da vrednost pH
fermentativnih te¢nosti opada tokom fermentacije. NajznaCajnije promene izraZzene su do
tre¢eg dana fermentacije, i to 3,25 pH jedinica. Nakon toga, do kraja fermentacije je
ukupna promena za 0,46 pH jedinica. Ako se to poveze sa vrednostima sadrZaja kiselina u
istom periodu, vidi se da znaCajan porast njihove koli¢ine ne utie znacajno na pH. To
ukazuje na ¢injenicu da se fermentativna teCnost Cajne gljiive nakon treceg dana

fermentacije ponasa kao pufer (Petrovic i sar., 1999).

Inokulacija supstrata u eksperimentima, radena je fermentativnom tecnoscu od
prethodne kultivacije. U tabeli 7 je kao parametar fermentacije Cajne gljive prikazan porast
mase celulozne plutajué¢e opne, odnosno biomase koja se stvara tokom fermentacije, ¢ime
je pokazano da je Acetobacter xylinum, mikroorganizam koji stvara celulozu, aktivan i da
mu aktivnost ne opada, tokom celog inkubacionog perioda. Iz rezultata se vidi da je
biosinteza celuloze, koja je osnovna komponenta Zelatinozne opne, intenzivnija do sedmog

dana fermentacije, nego u daljem toku procesa.

45



ot

Radomir Malbasa . Doktorska disertacija

4.2. KARAKTERIZACIJA FERMENTATIVNIH TECNOSTI
DOBIJENIH SA RAZLICITIM KULTURAMA CAJNE GLJIVE

Prilikom pripreme i izbora uzoraka za ispitivanje antioksidativne aktivnosti napitka od
Cajne gljive, za fermentaciju je korii¢en inokulum nativne kombuhe (u daljem tekstu
kombuha), kao i pet starter kultura, formiranih od kvasaca i bakterija siretnog vrenja
izolovanih iz nativne kombuhe. Fermentacija na temperaturi od 28°C je trajala 10 dana.
Period duZzi od 10 dana nema prakti¢nog smisla, jer se nakon toga dobija napitak previde
kiselog ukusa, koji nije senzorno prihvatljiv za konzumente. Nakon analize ukupne
kiselosti napitaka proizvedenih pomocu starter kultura, za dalji rad su, uz kombuhu,
odabrane dve starter kulture: kultura sa kvascem Saccharomyces cerevisiae (SK1) i sa
kvascem Zygosaccharomyces sp. (SK2). Ove starter kulture kvasaca su izabrane, zbog toga
Sto su, na razli¢itim supstratima, verovatno odlucuju¢e doprinosile da se proizvedu napici
sa najvisim(SK1), odnosno najnizim (SK2) sadrzajem ukupnih kiselina. Ukupna kiselost,
izrazena preko sadrzaja sircetne kiseline, bila je kriterijum izbora uzoraka, odnosno starter
kultura, zbog toga Sto sircetna fermentacija, kako je ve¢ navedeno, karakterise i klasifikuje
napitak od Cajne gljive. Osim toga, kiseline mogu efektom prezervacije da utiCu na

antioksidativne karakteristike prehrambenih proizvoda.

Rad sa starter kulturama ima tehnoloSku opravdanost, zbog mogucnosti podesavanja
ujednacenog broja mikroorganizama u inokulumu prilikom ponovljenih fermentacija i
dobijanja napitka standardnog kvaliteta. To je, izmedu ostalog, i deo aktuelne problematike
na projektu b.T.H.7.2.3.0424.5-"Bezalkoholni napitak biosintezom ¢ajnom gljivom", koji

finansira Ministarstvo za nauku, tehnologije i razvoj Republike Srbije.

Da bi se lakse pratili rezultati rada, treba napomenuti da su uzorci uzimani nakon 3, 7 i
10 dana fermentacije, i da su skracenice za obelezavanje uzoraka dobijene tako 3to je uz
oznake kombuha, SK1 i SK2, koje ukazuju na kulture mikroorganizama, dodato slovo C ili
Z, koje oznacava supstrat, crni (C) ili zeleni (Z) Caj, i brojke 3, 7 ili 10, koje govore o danu
fermentacije. Nazivi uzoraka ¢e biti isti kao u poglavlju 4.1., tj. napitak i fermentativna

teCnost.

U tabeli 8 prikazani su rezultati merenja vrednosti pH tokom fermentacije razlicitih

kultura ¢ajne gljive.
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Tabela 8. Vrednosti pH tokom fermentacije razlicitih kultura Cajne gljive

Vreme pH
fermentacij oy
i ?Cue Crni ¢aj Zeleni Caj
(dani) )
Kombuha SK1 SK2 Kombuha SK1 SK2
0 6,82 6,82 6,82 6,46 6,46 6,46
3 3,53 3,84 4,02 3,97 4,14 4,36
7 2,95 3,03 3,12 3,21 3,33 3,65
10 2,88 2,75 3,01 2,98 3,17 3,49

Analizom rezultata merenja vrednosti pH, moZe se zaklju¢iti da je fermentacija,
posmatrano preko tog parametra, imala karakteristicnu dinamiku. Najveée snizenje pH
desilo se do tre¢eg dana fermentacije, i to u proseku za 3,02 pH jedinice za uzorke
kultivisane na crnom ¢aju, odnosno 2,3 jedinice za uzorke kultivisane na zelenom ¢aju. Do
kraja kultivacionog perioda, bilo je promena pH, ali ne tako znaCajnih u poredenju sa
promenama do tre¢eg dana. PoCetno nizi pH zelenog Caja, nije imao uticaja na krajnju
vrednost, na protiv, na kraju fermentacije dobijene su nize vrednosti u fermentacionim

serijama na crnom caju.

Posmatranjem pH napitaka i fermentativnih te¢nosti, proizvedenih na oba supstrata
istog dana fermentacije, moze se uociti isti trend, odnosno najniza vrednost u kombuha
uzorcima, a najvisa u SK2 uzorcima. Jedino odstupanje se javilo u C10 uzorcima, gde je
najnizi pH imao uzorak SK1 C10. Medutim, ovakav rezultat se mozZe smatrati i logi¢nim
posto je SK1 kultura na crnom ¢aju pokazala izrazitu acidoproduktivnost. Ako se poredi
uticaj Caja, jasno je da je metabolicka aktivnost kombuhe nesto intenzivnija na crnom u

odnosu na zeleni Caj.

Ve¢ je pomenuto da su prilikom preliminarnih istraZivanja formirane starter kulture
mikroorganizama sa 5 determinisanih izolata kvasaca iz lokalne, domace Cajne gljive i da
je sadrzaj ukupne kiselosti u uzorcima nakon fermentacije bio kriterijum za izbor za dalji
rad sa starter kulturom sa Saccharomyces cerevisiae-SK1, sa najvidim, odnosno starter
kulturom sa Zygosaccharomyces sp.-SK2, sa najnizim sadrzajem ukupnih kiselina. Na

slikama 11 i 12 prikazani su rezultati merenja ukupne Kiselosti svih ispitivanih uzoraka.
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Slika 11. Sadrzaj ukupnih kiselina u uzorcima fermentisanim na crnom ¢aju
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Rezultati su pokazali da je najvecu kiselost, od uzoraka pripremanih na crnom ¢aju
imala serija SKI, a na zelenom ¢aju serija kombuhe. Dobijene vrednosti su u okviru
uobiCajenih, prikazanih u tabeli 7, i sasvim su prihvatljive, kao merilo uspesne

fermentacije. Kod napitaka proizvedenih na crnom &aju kreéu se od 4,47 do 6.4 g/L, ana
zelenom od 4,17 do 6,55 g/L..

4.3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST FERMENTATIVNIH
TECNOSTI NA HIDROKSI-RADIKALE

Reaktivni hidroksi-radikali mogu, izmedu ostalog, nastati reakcijom vodonik-peroksida
sa dvovalentnim jonima bakra i gvozda. Aerobni procesi, u koje spada i kultivacija ¢ajne
gljive, osetljivi su i pogodni za nastajanje veoma reaktivnih radikalskih vrsta. Ako se uzme
u obzir, da je prisustvo jona bakra i gvozda u fermentativnoj teCnosti Cajne gljive
nedvosmisleno dokazano i kvantifikovano (Petrovi¢ i sar., 1999: Bauer-Petrovska,

Petrushevska-Tozi, 2000) (Tabela 4), ta Cinjenica se u ovom kontekstu ne sme zanemariti.

Nastajanje hidroksi-radikala u razlicitim procesima moze se inhibirati ili ublaziti
delovanjem razlicitih jedinjenja, kao $to su neki enzimi ili molekuli koji degradiraju
vodonik-peroksid, molekuli koji lako formiraju stabilne komplekse i hvataci (skevindZzeri)
slobodnih radikala. Ova jedinjenja mogu biti ili konstituenti ili aditivi sistema. Na slici 13
je prikazan mehanizam delovanja flavonoida i njihovih glikozida na hidroksi-radikale u

Fentonovom model sistemu (Malesevic, 2002).

Uocava se (slika 13) da je antioksidativna aktivnost flavonoida (ArOH) uslovljena:
e predajom H-atoma reaktivnim hidroksi-radikalima,

e "hvatanjem" hidroksi-radikala, direktnom reakcijom aroksi- 1 hidroksi-

radikala, i

e kompleksiranjem gvozde(ll)-jona, ¢ime se inhibira Fentonova reakcija.
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¢) Kompleksiranje metalnih jona

Slika 13. Mehanizam antioksidativnog delovanja flavonoida na hidroksi-radikale u
Fentonovom model sistemu (Malesevi¢, 2002). Mehanizam je prikazan na
primeru kvercetina.

Medutim, antioksidativna aktivnost fermentativne te¢nosti i napitka od Cajne gljive, tj.
mehanizam antioksidativnog delovanja, sigurno je mnogo kompleksniji i ne moze se
posmatrati samo uticajem flavonoidnih antioksidanata. Ispitivani sistem je hemijski mnogo
sloZeniji u poredenju sa Cistim Cajem, pa na antioksidativnu aktivnost utice i sinergisticki

efekat prisutnih organskih jedinjenja (Tabela 2).

Fermentacija Cajne gljive u neraskidivoj je vezi sa brojnim enzimima i manje ili vise
komplikovanim metaboli¢ckim putevima. Tako je ve¢ prilicno davno (Danielova, 1957)
dokazano prisustvo enzima katalaze. Supstrat, crni ili zeleni ¢aj, kao konstituente sadrzi
razli¢ita prirodna aromati¢na jedinjenja, koja mogu razli¢itim mehanizmima da sprece
nastajanje ili smanje reaktivnost slobodnih radikala. 1z navedenog se moZe pretpostaviti da
sam fermentacioni sistem cajne gljive poseduje sposobnost samozastite od nastajanja

reaktivnih radikalskih vrsta.

U poglavlju 2.1.5. su detaljnije opisana svedotenja o blagotvornim i lekovitim
efektima napitka od kombuhe. Vazno je istaknuti da su za nastajanje i proliferaciju nekih
patoloskih stanja, kao §to su npr. kancerogene promene i gubitak elasti¢nosti krvnih
sudova, odgovorni slobodni radikali. Zbog toga je bilo veoma znacajno istraziti i odrediti
potencijal antioksidativne aktivnosti napitka od Cajne gljive i utvrditi da li postoji pozitivni
pomak u odnosu na Cist crni ili zeleni Caj. tj. ako se crni i zeleni ¢aj posmatraju kao slepa
proba, moze se dobiti jasnija slika o doprinosu metabolita Cajne gljive na ukupnu

antioksidativnu aktivnost napitka.

Hidroksi-radikali u izvedenim eksperimentima sa razli¢itim uzorcima fermentativne
te¢nosti od ¢ajne gljive generisani su Fentonovom reakcijom. Rezultati ESR analize
prikazani su na- slikama od 14 do 19, pri ¢emu slike od 14 do 17 predstavljaju
karakteristi¢ne ESR spektre DMPO-OH spin adukata crnog i zelenog Caja i uzoraka koji su

izazvali najvece snizenje intenziteta ESR signala, dok su na slikama 18 i 19 prikazane
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vrednosti antioksidativne aktivnosti (AA,,) svih ispitivanih uzoraka. ESR spektri

DMPO-OH spin adukta svih ostalih uzoraka dati su u Prilogu rada (Poglavlje 7).
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Slika 14. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu crnog ¢aja
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Slika 15. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK1 C10
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Slika 16. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu zelenog ¢aja
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Slika 17. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka kombuha Z10
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Analizom dobijenih ESR spektara (Slike 14-17) moze se uociti da je hiperfina struktura
spektra predstavljenja sa Cetiri linije, relativnog intenziteta 1:2:2:1, i istih konstanti cepanja
(an i ay=14,9 G), Sto je tipicno za DMPO-OH spin adukt. Vazno je naglasiti da nije bilo
promena izgleda (polozaja i oblika) ESR spektara. Menjao se samo intenzitet ESR signala
DMPO-OH spin adukta, u zavisnosti od toga koji je uzorak analiziran.

Svi uzeti uzorci fermentativnih te¢nosti i napitaka od ¢ajne gljive su izazvali sniZzenje
intenziteta ESR signala DMPO-OH spin adukta, $to znaéi da ispitivani uzorci ucestvuju u
transformacijama hidroksi-radikala u stabilne proizvode. Vrednosti antioksidativne
aktivnosti (AA,,,) su se kretale od 39 do 61,2%. Najznacajniji pad intenziteta ESR
signala DMPO-OH spin adukta zabeleZen je u uzorcima uzetim nakon 3 dana fermentacije,

tako da je proseCna AA,, vrednost iznosila 47,71% (Slike 18 i 19). U daljem toku, od

treCeg dana pa do kraja desetodnevne fermentacije, promena AA vrednosti je bila

*OH
manje znacajna i u proseku je zabelezen porast ove aktivnosti od 7,59%. Ocigledno je i
veoma indikativno da su ovakve promene prouzrokovale supstance koje proizvodi ¢ajna

gljiva.

Ako se uporede intenziteti ESR signala, tj. AA,, vrednosti uzoraka dobijenih

fermentacijom cajne gljive na razliCitim supstratima i sa razlic¢itim kulturama
mikroorganizama, moze se uoCiti da su prose¢ne promene bile vec¢e u uzorcima dobijenim
inkubacijom na zelenom ¢aju. Razlog za ovakvu pojavu uslovljen je razliCitim sastavom i
sadrzajem polifenola u crnom i zelenom caju. Napitak crnog Caja, izrazeno u masenim
procentima, sadrzi priblizno 31% flavonoida, od ¢ega su 9% Kkatehini, 4% teaflavini, 3%
flavonoli i 15% nedefinisani kondenzacioni produkti katehina. Napitak zelenog Caja sadrzi
33% flavonoida, od cega su 3% flavonoli i 30% katehini, od kojih je dominantni oblik (-)-
epigalokatehin-3-galat (EGCG) (Wiseman i sar., 1997). Kao posledica navedenog, moze se

pretpostaviti da i koli¢ine nastalih supstanci tokom fermentacije Cajne gljive nisu jednake.

Poredenjem rezultata AA,, vrednosti za uzorke istih kultura mikroorganizama, a

razliitih supstrata (slike 18 i 19), primeceno je da se ne moze povuci paralela. Na crnom

&aju kao supstratu, najvece AA,,,, vrednosti su postignute u seriji uzoraka starter kulture

SK 1, dok je na zelenom &aju to slu¢aj sa kombuha serijom. Realno je pretpostaviti da je i

ovo posledica razli¢itog hemijskog sastava supstrata.

Kod napitaka pripremljenih na crnom Caju, izrazene su znaCajnije razlike u

vrednostima AA,, ito do 16% izmedu napitka sa najvisom (SK1 C7) i sa najnizom (SK2

C7) sposobnoi¢u transformacije i stabilizacije hidroksi-radikala. Razlike u vrednostima

AA. . kod napitaka pripremljenih na zelenom Caju su manje, ispod 10%, izmedu napitka

*OH
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sa najviSom (kombuha Z7) i sa najnizom (SK2 Z7) vredno3¢u. Analizirajuci procentualne
vrednosti AA, ., , najvisu antioksidativnu aktivnost na hidroksi-radikale pokazuje napitak

SK1 C7, a najnize aktivnosti napici starter kulture SK2.

Ako se prikazani rezultati ukupne kiselosti (Slike 11 i 12) uporede sa rezultatima

AA, ., vrednosti (Slike 18 i 19), zapaZa se interesantna zavisnost. Za uzorke proizvedene

fermentacijom ¢ajne gljive na crnom Caju, postoji veza izmedu opadanja intenziteta ESR
signala DMPO-OH spin adukta i porasta sadrzaja ukupnih kiselina. Serija SK1 uzoraka na

crnom €aju poseduje najvecu ukupnu kiselost, a ujedno i najveéu vrednost AA,,, - Uzorci
dobijeni fermentacijom na zelenom c¢aju u proseku imaju veéu ukupnu kiselost, u
poredenju sa uzorcima sa crnim Cajem, pri ¢emu je najveéi sadrzaj ukupnih kiselina u
uzorcima kombuha serije. Ovde takode postoji obrnuto proporcionalna veza izmedu pada

intenziteta ESR signala DMPO-OH spin adukta i rasta sadrzaja ukupnih kiselina.

Sumirajuci rezultate vrednosti AA moze se zakljuciti da bi u tehnoloskom smislu

*OH
najvecu opravdanost imala proizvodnja napitka sa proizvodnom starter kulturom SK1, jer
se u radu manipulide sa manjim brojem izolata kombuhe, u poredenju sa kulturom
kombuhe. Dobija se napitak s najvecom sposobnos¢u transformacije i stabilizacije
hidroksi-radikala, i to na supstratu na kome je fermentacija intenzivna, a tradicionalno je,

Sto se senzornih karakteristika tice, on veoma dobro prihvacen.

4.3. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOSTI FERMENTATIVNIH
TECNOSTI NA DPPH RADIKALE

Neki autori (Malesevi¢, 2002) su razmatrali pretpostavku da prirodna aromati¢na
jedinjenja, pogotovo ona iz klase flavonoida, razli¢itim hemijskim transformacijama
uslovljavaju redukciju DPPH radikala. Takode se smatra da je za antioksidativnu aktivnost
fenolnih jedinjenja posebno bitno prisustvo hidroksilne funkcionalne grupe. Stoga se
verovatni mehanizam antioksidativnog delovanja flavonoida, fenolnih kiselina i tanina
zasniva na njihovoj sposobnosti da otpuste H-atom uz nastajanje relativno stabilnih aroksi
radikala, kao i na sposobnosti formiranja stabilnih jedinjenja reakcijom aroksi radikala
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(ArO®) i DPPH radikala. Na slici 20 prikazan je mehanizam antioksidativnog delovanja
flavonoida iz klase flavonola na DPPH radikale (Malesevi¢, 2002).

a) Predaja H atoma DPPH radikalima

Oz Q HO
02N~Q—N—N .
o O

DPPH-radikal Kvercetin DPPH-H Aroksi-radikal kvercetin

b) "Hvatanje" DPPH radikala

Slika 20. Mehanizam antioksidativnog delovanja flavonola na DPPH radikale (Malesevic,

2002). Mehanizam prikazan na primeru kvercetina.

Da bi se bolje objasnila antioksidativna aktivnost napitaka od cajne gljive,
proizvedenih sa razli¢itim kulturama mikroorganizama, na razli¢itim supstratima, ispitan je
njihov uticaj na transformaciju i stabilizaciju relativno stabilnih DPPH radikala. Imajuci u
vidu &injenicu da ¢aj i napitak od Cajne gljive sadrze veliki broj razliCitih prirodnih
aromati¢nih jedinjenja (Poglavlje 2.2.1.), moglo se ocekivati da, osim Sto deluje na veoma
reaktivne hidroksi-radikale, kombuha napitak smanjuje koncentraciju i stabilnih
radikalskih vrsta. Rezultati delovanja kombuha napitaka na DPPH radikale, prikazani su na
slikama od 21 do 26, pri ¢emu slike od 21 do 24 predstavljaju karakteristicne ESR spektre
DPPH radikala u prisustvu crnog i zelenog Caja i uzoraka koji su izazvali najvece snizenje
intenziteta ESR signala, dok su na slikama 25 i 26 prikazane vrednosti AA ., svih
ispitivanih uzoraka. ESR spektri DPPH radikala u prisustvu svih ostalih uzoraka dati su u
Prilogu rada (Poglavlje 7).
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Slika 22. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK1 C3
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Prikazani ESR spektri DPPH slobodnih radikala (Slike 21-24) imaju hiperfinu
strukturu koja poti€e od interakcije nesparenog elektrona i dva '*N atoma (1=1). Uotava se
kvintet linija relativnog intenziteta 1:2:3:2:1. dok konstanta hiperfinog cepanja ima
vrednost ay=9,03 G. Posmatrajuci crni i zeleni ¢aj kao slepu probu, u odnosu na njih svi
uzorci su izazvali sniZenje intenziteta ESR signala i to od 9,09% do 76,14%. Najveci pad
intenziteta ESR signala DPPH radikala bio je posle 3 dana fermentacije, u svim ispitivanim
serijama uzoraka, 5to zna€i da je AA |, vrednost tad bila najveca i do kraja fermentacije
Je pokazala tendenciju opadanja (Slike 25 i 26). Ovo je u suprotnosti sa trendom promena

AA,,,; vrednosti kod analize hidroksi-radikala.

Najvece prosecne AA ,,, vrednosti u uzorcima pripremljenim na crnom &aju, bile su
u uzorcima SK1 serije, dok je na zelenom ¢aju to bio slucaj sa uzorcima kombuha serije
gde su zabeleZene ubedljivo najvece vrednosti. Razlike u sposobnosti redukcije DPPH
radikala izmedu SK1 i SK2 krecu se oko 10% kod napitaka proizvedenih na crnom do oko
18% kod napitaka pripremljenih na zelenom caju. Ako se uporede AA,,,, vrednosti ovih
starter kultura na razli¢itim supstratima, razlike su mnogo manje i iznose oko 2% za SK1,

odnosno oko 10% za SK2, i to u korist napitaka od kombuhe sa crnim ¢ajem.

lako nakon treceg dana fermentacije dolazi do pada AA,,,, vrednosti, u samom
napitku jo§ uvek postoji znacajna antioksidativna aktivnost na stabilne radikale. Zanimljivo
je da SKI serija na crnom i kombuha serija na zelenom Caju pokazuju najvecu
antioksidativnu aktivnost i na hidroksi-radikale. Ako se uzme u obzir zna¢ajna aktivnost na
hidroksi-radikale, uz to i aktivnost na DPPH radikale, moze se zakljuciti da je ukupan
antioksidativni potencijal napitaka od kombuhe veoma dobar. Opadanje AA,,,,, vrednosti
je verovatno u vezi sa promenom sastava prirodnih aromati¢nih jedinjenja u
fermentacionim te¢nostima, bilo da je u pitanju njihova degradacija ili biosinteza glikozida

flavonoida.

Ako se uporede prosetne AA,,,, vrednosti (Slike 25 i 26) i vrednosti sadrZaja
ukupnih kiselina odgovaraju¢ih serija (Slike 11 i 12), zapaZa se da serija fermentativnih

teSnosti i napitka, koja poseduje ve¢u kiselost, ima i veci prosecan AA efekat.

Rezultati aktivnosti fermentisanih uzoraka na DPPH radikale mogu se dovesti u vezu
sa rezultatima preliminarne TLC analize nekih prirodnih aromati¢nih jedinjenja i nekih od

uzoraka fermentacione teénosti ajne gljive. TLC hromatogram prikazan je na slici 27.

Za TLC analizu, ispitivani uzorci napitaka bili su veoma kompleksni. To se pogotovo
odnosi na startne mrlje 8 i 9, gde zbog velike koncentracije Seera u uzorcima, nije ni doslo
do potpunog pokretanja uzoraka sa starta. Sedmog dana fermentacije (startne mrlje 10 i
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I1), napitak pripremljen na zelenom &aju je nesto bogatiji prirodnim aromati¢nim
jedinjenjima. Poredenjem sa Ry vrednostima standarda, uo¢ava se da u njemu, za razliku od
napitka sa crnim Cajem, ima katehina, dok oba sadrze i supstance nizih Ry vrednosti u
odnosu na standarde. Pretpostavka je da su u pitanju flavonoidi i njihovi glikozidi. Posle
deset dana fermentacije (startne mrlje 12 i 13) kvalitativni sastav prirodnih aromati¢nih
Jedinjenja na oba supstrata je promenjen. Verovatno je da je do ove promene doslo usled
metabolickog delovanja mikroorganizama, 3to je rezultovalo biosintezom flavonoidnih
glikozida.

1 2 3 45 678 9 10 11 1213
Slika 27. TLC analiza prirodnih aromati¢nih jedinjenja u napicima od ¢ajne gljive.

1-6; Standardi-katehin, epikatehin, kvercetin, miricetin, galna i taninska kiselina
7: Smesa standarda.

8-9: Cist zasladen crni i zeleni Caj

10-11: Sedmi dan fermentacije na crnom i zelenom &aju (kombuha)

12-13: Deseti dan fermentacije na crnom i zelenom &aju (kombuha)

4.4. SADRZAJ ANTIOKSIDATIVNIH VITAMINA I LIMUNSKE
KISELINE

Rezultati ESR analize izloZeni u ovom radu, pokazali su da se efekat uklanjanja
slobodnih radikala znadajno povecava, ako se uporede crni i zeleni ¢aj i kombuha napici
proizvedeni na ovim €ajevima, kao komponentama podloge. Jasno je da na pomenuti

pozitivan efekat mogu da uti¢u i prisutni metaboliti Cajne gljive, kao 3to su vitamini B
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grupe, naroCito B, i B, zatim vitamin C, purini i pirimidini, katalaza, itd. Ne treba
zaboraviti ni prirodna aromati¢na jedinjenja, jer iako nisu proizvodi metabolizma u
pomenutoj fermentaciji, nalaze se u napitku. Organske kiseline po svojoj strukturi ne

pripadaju grupi antioksidanata, medutim indirektno mogu da povoljno uti¢u na AA,, |

AA ppy vrednost (Rizner Hra3 i sar., 2000).

U cilju boljeg razumevanja antioksidativne aktivnosti napitka od Cajne gljive,
analizirani su neki od sastojaka nastalih tokom fermentacije. Posebno je obrac¢ena paznja
na antioksidativne vitamine, od kojih su neki jedinjenja na &iju stabilnost znacajno utice
kontakt sa kiseonikom, svetlost i voda kao rastvara¢, kao i na jedinjenja koja stabilizuju
napitak od kombuhe.

Analiziraju¢i vitamine B grupe, dokazano je da nativna kombuha, na crnom ¢aju
zasladenom saharozom, do sedmog dana fermentacije sintetide vitamine By, By, Bs i B,
(Petrovi¢, Loncar, 1996; Bauer-Petrovska, Petrushevska-Tozi, 2000; Malba3a, 2000). U
ovom radu je naroCita paznja posve¢ena koli¢ini vitamina B, i Bg, jer podaci o ovim
vitaminima ukazuju da su u pitanju veoma jaki antioksidansi (Maestro-Duran, Borja-
Padilla, 1993).

4.4.1. SADRZAJ VITAMINA B,

Za komercijalne vitaminske preparate veoma Cesto se koristi FMN, koji je u vodenom
rastvoru mnogo stabilniji od riboflavina, medutim, za razliku od riboflavina FMN je veoma

tesko dobiti u ¢istom obliku (Okamoto i sar., 2003), te je riboflavin u ovom radu i koriscen

kao standard.

Prema literaturnim podacima (Marletta, Light, 1985), flavini se mogu detektovati UV
detektorom na talasnim duzinama od 210, 254 i 280 nm ili VIS detektorom, pri Cemu se
talasna duzina od 450 nm koristi za detekciju FAD-a, FMN-a i riboflavina. Vise talasne
duzine elimini$u interferenciju tragova UV-apsorbuju¢ih kontaminenata. Fluorescentna
detekcija, ekscitacija od 440 do 450 nm i emisija od 520 do 530 nm, takode uklanja
interferenciju i veoma je osetljiva. Velika osetljivost je bila razlog 3to je u radu primenjen
fluorescentni detektor. Zbog malih koli¢ina ispitivanog jedinjenja, radena je manuelna, a

ne automatska integracija pikova.
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[ Sama HPLC analitika vitamina B, i tumacenje hromatograma ispitivanih uzoraka bili
l su prili¢no jednostavni, zbog toga $to priprema uzoraka nije bila komplikovana i zato §to
r se pik supstance jasno izdvajao i uotavao u odnosu na baznu liniju. Iz navedenog se moze
zaklju¢iti da je primenjena analiticka tehnika pogodna za analizu vitamina B, u

fermentativnoj tenosti Cajne gljive, pri cemu se dobijaju visoko reproduktivni rezultati.

Rezultati HPLC analize vitamina B, prikazani su na slikama od 28 do 30, gde su dati
hromatogram standarda B, i hromatogrami uzoraka, koji su na crnom i na zelenom ¢&aju
i imali najveci sadrzaj ovog jedinjenja. Hromatogrami ostalih ispitivanih uzoraka prikazani

su u Prilogu rada (Poglavlje 7).
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Integrisane vrednosti sadrzaja vitamina B, u fermentativnim te¢nostima Cajne gljive
sumirane su u tabeli 9.

Tabela 9. Sadrzaj vitamina B; u fermentativnim te¢nostima ¢ajne gljive

Vreme Vitamin B, (ug/100 mL)
fermentacije — —— -
! ) v Crni ¢aj Zeleni Caj
(dani) i
Kombuha SK1 SK2 Kombuha SK1 SK2
0 nd* nd nd nd nd nd
3 7.2 5,2 6.6 5,0 5,8 4,2
7 7 5,8 6,6 8.4 5,1 4.9
10 8.3 5,2 6,1 9.6 20 5,5

nd*-nije detektovan

Iz tabele 9 je lako uocljivo da su najveci sadrzaji vitamina B, u napitku, nakon 7 dana
fermentacije, izmereni u uzorcima kombuha serije na zelenom caju 8,4 pg/100 mL,
odnosno na crnom ¢aju 7,5 pg/100 mL. Prate¢i tok fermentacije u celini, takode se moze
primetiti da su najviSe vrednosti sadrzaja vitamina B, zabeleZene u kombuha serijama.
Pretpostavka je da je za ovakvu pojavu odgovoran sastav kvasaca u inokulumu, jer su za
nastajanje vitamina B grupe odgovorni kvasci. Prilikom analize mikrobioloSkog sastava
kombuhe korid¢ene u ovom radu, metodom poseva je izolovano 10 najdominantnijih vrsta
kvasaca. Nakon sumiranja rezultata ispitivanja morfoloskih i fizioloskih osobina izolata
kultura kvasaca, utvrdeno je da su u pitanju vrste Saccharomycodes ludwigii,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bisporus, Torulopsis sp. | Zygosaccharomyces
sp. Neki od izolata nisu bili identifikovani (Malbasa, 2000). Dakle, u fermentaciji
kontrolnih serija u¢estvovalo je vise vrsta kvasaca. To znati da je viSe mikroorganizama u
istoj kultivacionoj smesi moglo da sintetie isto jedinjenje, vitamin By, odnosno ispoljen je

efekat podudarnih metaboli¢kih odnosa.

Poredenjem serija uzoraka proizvedenih fermentacijom starter kultura SK1 1 SK2, vidi
se da je u obe serije uzoraka SK1 i u seriji uzoraka SK2 na crnom Caju desetog dana
fermentacije, niza vrednost sadrzaja vitamina B, nego sedmog dana. Ako se u obzir uzme
Sinjenica da je ovaj vitamin fotosenzitivno i termosenzitivno jedinjenje, moze se
pretpostaviti da je stajanjem i manipulacijom uzoraka doslo do degradacije. Medutim, u
uzorcima kombuha serija (deseti dan) nije zabelezena ovakva pojava i zato se ne moZze doci
do potpunog objasnjenja, nego samo do hipoteze da je, u poredenju sa starter kulturama
SK1 i SK2, mnogo bolja autoprotekcija nativnih Kultura ajne gljive.

65




Radomir Malbasa Doktorska disertacija

Na supstratu sa crnim ¢ajem, fermentacijom starter kulturom SK2, u svim uzorcima je
dobijen nesto visi sadrzaj vitamina B, u poredenju sa kulturom SK1.

Na supstratu sa zelenim ajem trendovi su suprotni, odnosno kod SK2 je uocljiv rast, a
kod SK1 opadanje sadrzaja ovog vitamina. Prose¢ni sadrzaj vitamina B; u serijama
uzoraka SK1 i SK2 je veci na supstratu sa crnim ajem. Ne moZe se reci da su vrednosti

prikazane u tabeli 9 u funkcionalnoj vezi sa vrednostima AA,_, i AA,,,, (slike 18, 19,

25 i 26), ali je sigurno da vitamin B, daje svoj doprinos antioksidativnom potencijalu
fermentativnih teCnosti i napitaka od Cajne gljive.

4.4.2. SADRZAJ VITAMINA B,

UsavrSene su mnoge metode za ekstrakciju i odredivanje vitamina Bg, od Cega su
najzastupljenije mikrobioloske i HPLC tehnike (Bognér, Ollilainen, 1997). U sistemima za
teCnu hromatografiju, najéesce koris¢eni detektori su UV apsorbujuci i fluorescentni. To je
naoptimalniji izbor koji omogucava potrebnu osetljivost i selektivnost za uzorke od
bioloskog interesa. Nije moguce definisati opste uslove za odredivanje vitamina Bg
fluorescentnim detektorom, jer u mnogome zavise od rastvaraCa, jonske jaCine rastvora i

vrednosti pH (Vanderslice i sar., 1985).

HPLC analizom ispitivanih uzoraka fermentativne teCnosti Cajne gljive nije
detektovano prisustvo vitamina Be. Sa slike 31, gde je prikazan hromatogram standarda
vitamina Bs, oCitava se da je retenciono vreme ovog vitamina 5,88 s, 3to nije uo€ljivo na

hromatogramima uzoraka. Karakteristi¢an hromatogram uzoraka prikazan je na slici 32.
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Slika 31. Hromatogram standarda vitamina Bg
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Slika 32. Hromatogram uzorka kombuha C3

Posmatrajuci sliku 32 na kojoj je prikazan hromatogram uzorka kombuha C3, ne moze
se re¢i da se pik supstance uoCava iz linije Suma. Svi ostali uzorci prilikom analize
vitamina B, dali su sli¢ne rezultate. Medutim, nije ispravno tvrditi da ovog vitamina nema
u ispitivanim uzorcima. Granica detekcije bila je 3 pg/100 mL, te je sasvim moguce da je
vitamin Bg produkovan u koli¢ini nizoj od ove vrednosti, jer kako je ve¢ reCeno postoje
podaci o njegovom prisustvu u napitku od cajne gljive (Petrovi¢, Lonc¢ar, 1996; Bauer-
Petrovska, Petrushevska-Tozi, 2000; Malbasa, 2000).

Sastav simbioze cajne gljive je promenljiv u skladu sa klimatskim i geografskim
uslovima i zavisi od razlicitih sojeva kvasaca i bakterija. Kultura kombuhe je Zivi
organizam izlozen mnogim uticajima, koji napitku daju razli¢it kona¢ni hemijski sastav i
ukus. Tako neki autori (Bauer-Petrovska, Petrushevska-Tozi, 2000) nisu detektovali
vitamin B, dok je zabelezen znacajan sadrzaj vitamina Bs i to 0,84 mg/mL. Vazno je
napomenuti da nije primenjen isti metod odredivanja. Koris¢ena je spektrofotometrija, koja

je za ispitivane supstance mnogo manje selektivna od HPLC tehnike.

4.4.3. SADRZAJ VITAMINA C

Vitamin C je.‘ uz vitamin E i karotenoide, jedan od najpoznatijih antioksidativnih
sastojaka hrane i u mnogome pomaZze organizmu u odbrani od oksidativnih oStecenja
(Wiseman i sar., 1997). Kao stabilizator slobodnih radikala indukovanih Fentonovon
reakcijom efikasniji je od vitamina E, ekstrakta zelenog ¢aja, polifenola i ekstrakta
ruzmarina (Zhao i sar., 1989). Prouavanjem sinergizma antioksidativnih materija,
utvrdeno je da askorbil-palmitat u smesi sa ekstraktom ruzmarina pokazuje znacajno
poboljsanje u zastiti od reaktivnih slobodnih radikala. Pomenuta smesa u suncokretovom

ulju ima zna&ajno inhibitorno dejstvo u nastajanju vodonik-peroksida.
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Uopsteno govoreci, mogu se definisati tri glavna tipa bioloske aktivnosti L-askorbinske
kiseline. MozZe funkcionisati kao kofaktor enzima, kao hvata¢ slobodnih radikala i kao
donor/akceptor u transportu elektrona, ili kroz plazmatsku membranu ili u hloroplastima
(Djilas i sar., 2002). Poznato je da neki antioksidanti u pove¢anim dozama mogu postati
prooksidanti. Medutim, kod vitamina C to nije slucaj.

Rezultati analize sadrzaja vitamina C u uzorcima fermentativne te¢nosti ¢ajne gljive,
prikazani su u tabeli 10.

Tabela 10. Sadrzaj vitamina C u uzorcima fermentativne te€nosti ¢ajne gljive

Vreme Vitamin C (mg/L)
feemsmlacc Crni ¢aj Zeleni ¢aj
(dani)  Rombuha  SKI SK2 | Kombuha  SKI SK2
0 nd* nd nd nd nd nd
3 1,69 9,00 0,84 1,41 3,09 2,25
7 15,19 20,26 3,09 7,88 4,78 2,29
10 27,86 28,98 2,81 9,27 9,57 5,07

nd*-nije detektovan

Sadrzaj vitamina C sintetisanog tokom fermentacije kombuhe je, prosecno gledano,
znaajno veéi u uzorcima dobijenim na crnom Caju kao supstratu, naroCito posle 7 1 10
dana fermentacije. Posto je za sve kultivacione smele izvor ugljenika isti, kako
kvalitativno, tako i kvantitativno, jasno je da je crni ¢aj razlog ovakvog ishoda, odnosno da
razli¢iti polikondenzacioni sastojci crnog ¢aja stimulidu intenzivniju biosintezu ovog

vitamina.

7a biosintezu vitamina C su odgovorne bakterije, a prekursor je glukoza (Dutton,
1980). Polazna sirovina, izvor ugljenikovih atoma, za fermentaciju ¢ajne gljive je saharoza.
Za razgradnju ovog disaharida odgovoran je enzim invertaza (3.2.1.26). To bi mogao biti
razlog najviseg sadrzaja vitamina C u uzorku SKI C3 (9 mg/L). Naime, kvasac u SKI,
Saccharomyces cerevisiae je poznatiji kao pekarski kvasac, koji natelno ima dobru
invertaznu aktivnost i verovatno je da je SKI najbrze oslobadala glukozu, prekursor
biosinteze vitamina C. Isto ponadanje za SK1 je primeceno i na zelenom Caju. lako je
nastali sadrzaj 3,09 mg/L oko tri puta manji u odnosu na uzorak SKI1 C3, u istom
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vremenskom periodu je znacajno veci u odnosu na ostale kulture kultivisane na zelenom
caju.

Uporeduju¢i napitke, najvisi sadrzaj vitamina C je zabelezen u uzorku SK1 C7.
Medutim ono 3to je interesantno uporediti jesu kombuha i SK1 serija na crnom i zelenom
Caju. Na kraju inkubacionog perioda, desetog dana fermentacije, sadrzaji su priblizno isti
za isti supstrat. To zna¢i da slozeni metaboli¢ki procesi i putanje ublazavaju poletno
najbrzu biosintezu vitamina C kod SK1. Ovo je dobar primer kako nije jednostavno
posmatrati fermentaciju Cajne gljive samo preko jednog metabolita. Pogotovo zbog toga
Sto se radi o simbiozi, koja je u ovim eksperimentima kultivisana pod optimalnim uslovima
i nije stimulisana biosinteza nekog od jedinjenja.

Porede¢i vrednosti AA,,, (Slike 18 i 19) i sadrzaj vitamina C (Tabela 10), kada se
posmatra supstrat i serija mikroorganizamama, moze se primetiti da postoji stroga direktno
proporcionalna veza. Jedini uzorak koji odstupa od ove zavisnosti jeste SK1 Z10, u kome
je sadrzaj vitamina C neSto visi, a AA vrednost neSto niza, u odnosu na uzorak

kombuha Z10.

*OH

Sadrzaj vitamina C nije u saglasnosti sa vrednostima koje su objavili drugi autori
(Konovalov, Semenova, 1955, Danielova, 1957, Steiger, Steinegger, 1957, Bauer-
Petrovska, Petrushevska-Tozi, 2000). Potpuno poredenje nije moguce ¢ak ni onda kada bi
se znalo da su primenjene iste kulture mikroorganizama, jer nisu primenjene iste metode
odredivanja. Ono 3§to je sigurno, jeste da je metod primenjen u ovom radu (Boehringer,
Mannheim, 409677) veoma selektivan, zato $to je zasnovan na enzimskim reakcijama,
¢ime je maksimalno blokirana interferencija drugih supstanci, kojih je bilo u veoma
kompleksnim, ispitivanim uzorcima. Koncentracija proizvoda stvorenih u enzimskim

reakcijama merena je spektrofotometrijski.

Za odredivanje vitamina C razvijeno je nekoliko metoda, od kojih su najzastupljenije
elektrohemijske, katalititke, spektrofotometrijske, spektrofluorimetrijske 1 hromatografske
metode. Od hromatografskih, najvise je zastupliena HPLC tehnika, koja je posebno
pogodna kada postoji potreba da se utvrde razliCiti hemijski oblici vitamina C i njihov
odnos u ispitivanom uzorku. Medutim, ukoliko analiza zahteva da se izmeri ukupan sadrZaj
vitamina C, enzimska metoda, primenjena u ovom radu, je zadovoljavajuca, sa stanovista

osetljivosti i preciznosti (Sanchez-Mata i sar., 2000).
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4.4.4. SADRZAJ LIMUNSKE KISELINE

Limunska kiselina ulazi u sastav gotovo svih biljnih i Zivotinjskih vrsta. Ima
sposobnost da gradi helate sa metalnim jonima, formirajuéi veze izmedu metala i
karboksilnih ili hidroksilnih grupa molekula. To je supstanca koja je od davnina poznata po
svojim konzerviraju¢im osobinama i u tu svrhu se i koristi u prehrambenoj industriji.
Upravo zbog sposobnosti da gradi helate, limunska kiselina je veoma efikasna u
usporavanju oksidativnog kvarenja lipida u hrani i uobicajeno je da se dodaje u biljna ulja
posle dezodorizacije (Panaia i sar., 2000; Rizner Hra3 i sar., 2000). Eksperimenti sa
zivotinjama su pokazali, da prisustvo jona aluminijuma u organizmu izaziva pad aktivnosti
antioksidativnih enzima u jetri i cerebralnoj hemisferi. Medutim, ovaj efekat je znatno
slabije izrazen, ukoliko je u organizam, zajedno sa jonima aluminijuma, uneSena povecana

doza limunske kiseline (Swain, Chainy, 1998).

Limunska kiselina je jedan od dominantnih fizioloskih modifikatora, koji Stite urin od
talozenja soli kalcijuma i formiranja patolo3ki velikih kristala ili agregata. Postoje brojne
studije o tome kako limunska kiselina sprecava formiranje jezgra, rast i agregaciju kamena
u vodenom rastvoru ili urinu. Dvovalentni citratni anjon ne deluje samo kao helirajuci
agens kalcijum(Il)-jona, formirajuci kalcijum-citratni kompleks, nego i kao tzv. "kristalni
otrov", koji se vezuje na povrsinu kristala ("prava inhibicija"). Citrat(Ill)-anjon se moze
vezati za povrdinu kristala kalcijum-oksalata (CaOy), pri Cemu nastaje (CaOxciar)
kompleks. Ukoliko se to desi, rast kristala i agregacija su efikasno redukovani, tako da i
ako dode do stvaranja kamena, mnogo je manji i izbacuje se putem urinarnog trakta bez

vecih posledica (Laube i sar., 2002).

Ve¢ je ranije potvrdeno (Reiss, 1987, Loncar i sar., 2000) da napitak od ajne gljive
sadrzi limunsku kiselinu. Takode, objavljeno je da u smesi sa drugim antioksidantima, kao
§to je ekstrakt ruzmarina, limunska kiselina ispoljava sinergisti¢ki antioksidativni efekat
(Rizner Hra$ i sar., 2000). Zbog toga je bilo zanimljivo pratiti sadrzaj ovog jedinjenja
tokom fermentacije Cajne gljive. Rezultati sadrZaja limunske kiseline tokom fermentacije

Zajne gljive prikazani su u tabeli T1.
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Tabela 11. Sadrzaj limunske kiseline tokom fermentacije Cajne gljive

Vreme Limunska kiselina (mg/L)
fermentacije —
) J Crni ¢aj Zeleni Caj
(dani)
Kombuha SK1 SK2 Kombuha SK1 SK2

0 nd* nd nd nd nd nd
3 41,4 18.4 11,5 23,0 nd 2.3
7 34,5 23.0 11,5 20,7 18,4 4.6
10 34,5 32,2 18,4 25,3 18,4 13,8

nd*-nije detektovana

Kao Sto se iz prikazanih rezultata vidi (tabela 11), tokom fermentacije Cajne gljive
sadrzaj limunske kiseline se kontinualno povecava. lzuzetak je uzorak kombuha serije C3.
Najvisi prosecan sadrzaj izmeren je u kombuha seriji na crnom ¢aju (36,8 mg/L), a najnizi
u seriji uzoraka SK2 na zelenom c¢aju (6,9 mg/L). Na oba supstrata SK1 je proizvela veci
sadrzaj limunske kiseline u odnosu na SK2, a apsolutna vrednost sadrzaja je veca na
supstratu sa crnim ¢ajem u svim serijama uzoraka. Poredenjem ovih rezultata sa
rezultatima merenja ukupne antioksidativne aktivnosti (Slike 18, 19, 25 i 26), uocava se da

ne postoji korelacija izmedu sadrzaja limunske kiseline i vrednosti AA, 1 AA - 1z

*OH
navedenog se moZe zakljuciti da uticaj limunske kiseline na antioksidativne karakteristike
napitka od Cajne gljive nije znacajan, ali se ne moZe zanemariti njena vaznost kao

prirodnim putem stvorenog konzervansa, koji je uz to veoma bitan za formiranje ukusa.

Rezultati istrazivanja antioksidativne aktivnosti napitka od Cajne gljive prikazani u
ovom radu su pokazali da, §to se ti¢e napitaka proizvedenih na crnom Caju, najvecu
sposobnost transformacije hidroksi-radikala u stabilne proizvode pokazuje napitak dobijen
fermentacijom SK1, tj. kulturom koja se sadrzala kvasac Saccharomyces cerevisiae i
mesanu kulturu siréetnih bakterija. Napitak SK1 C7 je takode pokazao najvecu AA,,,,
vrednost. To je proizvod koji je sadrzao 5,8 pg/100 mL vitamina By, 20,26 mg/L vitamina
C i 23 mg/L limunske kiseline. Napitak kombuha C7 je pokazao niZu antioksidativnu
aktivnost, a sadrzao je nesto vise vitamina B, i limunske kiseline, i manje vitamina C, u
poredenju sa SKI C7. Napitak SK2 C7 je pokazao najslabije antioksidativno dejstvo

(AA..., i AA ). poredeéi ga sa napicima pripremljenim na crnom Caju.

*OH

Procenom i poredenjem napitaka proizvedenih na zelenom Caju, uoceno je da najvecu
sposobnost transformacije i stabilizacije slobodnih radikala, kako veoma reaktivnih
hidroksi-, tako i DPPH radikala poseduje kombuha Z7. To je napitak koji je sadrzao 8,4
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ng/100 mL vitamina B,, 7,88 mg/L vitamina C i 20,7 mg/L limunske kiseline. U poredenju
sa napitkom kombuha Z7, napici SK1 Z7 i SK2 Z7 su pokazali nizu antioksidativnu
aktivnost (AA, . i AA,,,,), 5to je praeno i nizim sadrzajem vitamina B, i C, kao i

limunske kiseline.

Indikativno je da su napici proizvedeni starter kulturom SK2, koja je bila sastavljena
od kvasca Zygosaccharomyces sp. i mesane kulture siréetnih bakterija, pokazali najnizu
ukupnu antioksidativnu aktivnost na oba supstrata, te se moze zaklju¢iti da ova starter
kultura nije pogodna za proizvodnju €ajnog napitka. Treba naglasiti da je ta starter kultura
imala najnizu produkciju ukupnih kiselina. Medutim, na crnom &aju sa ovom kulturom je
produkcija vitamina B, veca.

Najbolje antioksidativne karakteristike (AA,,, i AAp, ), imali su napici SK1 C7 i

*OH
kombuha Z7, proizvedeni kulturama mikroorganizama koji su na pomenutim supstratima,
tj. crnom i zelenom ¢aju, imali najvisi sadrzaj organskih kiselina. Navedena razmatranja
potvrdila su opravdanost da acidoproduktivnost bude kriterijum za izbor kvasca/kvasaca za
starter kulturu, naravno ukoliko se kvalitet napitka od Cajne gljive posmatra samo sa

stanovista njegove antioksidativne aktivnosti. To potvrduju i izraunate AA I AA oppr

*OH

vrednosti.

Prilikom dono3enja odluke koja starter kultura i koji supstrat treba da se koristi za
proizvodnju napitka od ¢ajne gljive, treba uzeti u obzir i neke prakticne aspekte. Naime,
iako napitak pripremljen kulturom kombuhe na zelenom Caju ima skoro istu AA i
AA ppy; Vrednost, u poredenju sa napitkom SK1 C7, za proizvodnju napitka od kombuhe
visokog antioksidativnog potencijala bi se ipak mogla preporutiti starter kultura SK1 i
supstrat crni ¢aj. Ovakva preporuka ima svoju tehnoloSku opravdanost, jer se tokom
proizvodnje manipuliSe sa manjim brojem sojeva mikroorganizama, u poredenju sa
kompletnom kulturom kombuhe, a §to se ti¢e crnog Caja zasladenog saharozom kao
supstrata, uslovi fermentacije na njemu su dovoljno detaljno ispitani, dobija se proizvod
senzorno veoma dobro prihvatljiv, a ne sme se zanemariti ni Cinjenica da je tradicionalno

mnogo &edce koris¢en za pripremu napitka od kombuhe.
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5. ZAKLJUCAK

v Karakterizacijom fermentacije i napitka od Cajne gljive, pokazalo se da se,
lokalnom domac¢om kombuhom karakteristicnom za ovo podneblie, moze
proizvesti napitak koji sadrzi 0,28 g/L. glukuronske kiseline, 0,26 g/l mle¢ne
kiseline, 5,99 g/L. ukupnih kiselina i 3,34 g/L isparljivih kiselina. Lokalna domaca
kultura brze metabolizira fruktozu od glukoze, na temperaturi od 28 °C.

v' U cilju istraZzivanja antioksidativne aktivnosti napitka od ¢ajne gljive, za
desetodnevnu fermentaciju zasladenog crnog i zelenog ¢aja, na temperaturi od
28°C, su kori3¢ene kulture nativne kombuhe (kombuha), acidoproduktivnija starter
kultura SK1 i manje acidoproduktivna kultura SK2. Starter kulture su formirane od
izolata Cajne gljive i to: SK1-mesana kultura siréetnih bakterija i Saccharomyces
cerevisiae; SK2- meSana kultura sir¢etnih bakterija i Zygosaccharomyces sp. Osim
analize antioksidativne aktivnosti, rad sa starter kulturama ima i tehnolosku

opravdanost.

v Svi ispitivani uzorci fermentacione teCnosti i napitaka izazvali su sniZenje
intenziteta ESR signala hidroksi-radikala. Vrednosti antioksidativnog efekta na
hidroksi-radikale (AA, ., ) su se kretale od 39 do 61,2%. Najznacajniji pad
intenziteta ESR signala DMPO-OH spin adukta zabeleZen je u uzorcima uzetim
nakon 3 dana fermentacije, kada je prosetna AA,,, vrednost iznosila 47,71%. U
daljem toku, od treCeg dana pa do kraja desetodnevne fermentacije, promena
AA

7.59%. Indikativno je da su za ovakve promene odgovorna jedinjenja, koje

.o Vrednosti je bila mnogo manje znacajna i u proseku je zabelezen porast od

metabolizmom stvara ¢ajna gljiva.

v Snizenje intenziteta ESR signala DPPH radikala su izazvali svi uzorci i to od 9,09%
do 76,14%. Najzna&ajniji, a ujedno i najveci pad intenziteta ESR signala bio je
posle 3 dana fermentacije, u svim ispitivanim serijama uzoraka, $to znali da je
antioksidativna aktivnost na DPPH radikale (AA ;) tad bila najveca i do kraja
fermentacije je pokazala tendenciju opadanja. Ovo je u suprotnosti sa trendom
promena AA, .

v" Serija uzoraka SK1 na crnom i kombuha serija na zelenom aju pokazuju najvecu
prose¢nu antioksidativnu aktivnost i na hidroksi- i na DPPH radikale.
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v' Poredenjem prosetnih AA,,, i AA,,, i vrednosti sadrzaja ukupnih kiselina

*OH

odgovarajuc¢ih serija, uotava se da serija koja poseduje vecu kiselost ima veéi

—— e,

proseCan AA, . i AA,,, efekat. Time je dokazano da je acidoproduktivnost

dobar kriterijum za izbor starter kulture za fermentaciju.

v" Sedmog dana fermentacije, kada se napitak preporu¢uje za konzumiranje, najveci
sadrzaji vitamina B, izmereni su u uzorcima kombuha serije na zelenom ¢aju 8.4
ng/100 mL, odnosno na crnom ¢aju 7,5 pg/100 mL. Prateéi tok fermentacije u
celini, najvise vrednosti sadrzaja vitamina B, zabeleZene su u kombuha serijama.
Za ovakvu pojavu je odgovoran mikrobioloski sastav kvasaca, koji su najznacajniji
producenti vitamina B grupe.

T o o o —————

v" Pri granici detekcije od 3 pg/100 mL, vitamin By nije detektovan. Kako ve¢ postoje
podaci o njegovom prisustvu u napitku od ¢ajne gljive, moguce je da je sintetisan u

i koli¢ini nizoj od ove vrednosti.

: v" Sadrzaj vitamina C produkovanog tokom fermentacije kombuhe je, prose¢no
gledano, znacajno veci u uzorcima dobijenim na crnom &aju kao supstratu. Posto je
! za sve kultivacione smese izvor ugljenika isti, kako kvalitativno, tako i

} kvantitativno, jasno je da je hemijski sastav crnog ¢aja uzrok ovakvog ishoda.

v Analiticke tenhike, ESR spektroskopija za odredivanje slobodnih radikala, kao i
HPLC metod sa fluorescentnim detektorom za odredivanje vitamina B, i B, koje
do sada nisu primenjivane na matriks napitka od ¢ajne gljive, pokazale su se veoma
pogodne, sa visokom reproduktivno$¢u rezultata i jednostavnom pripremom

uzoraka.

v Ne postoji korelacija izmedu sadrzaja limunske Kiseline i vrednosti AA, bilo da su
u pitanju hidroksi- ili DPPH radikali. MoZe se zakljuciti da uticaj limunske Kiseline
na antioksidativne karakteristike napitka od Cajne gljive nije znacajan.

v Analiza AA,,, i AAy, isadrzaja nekih antioksidanata u napicima ukazuju da bi

se za proizvodnju napitka od kombuhe visokog antioksidativnog potencijala mogla
preporuéiti starter kultura SK1 i supstrat crni Caj. Ovakva preporuka ima svoju

tehnolotku opravdanost, jer se tokom proizvodnje manipulise sa manjim brojem
H sojeva mikroorganizama, u poredenju sa kompletnom kulturom kombuhe. Uslovi

fermentacije na crnom &aju zasladenom saharozom kao supstratu su dovoljno
detaljno ispitani, dobija se proizvod senzorno veoma dobro prihvatljiv, a ne sme se

zanemariti ni Cinjenica da je tradicionalno mnogo Cece korid¢en za pripremu

}
R kombuha napitka, 3to je za konzumente veoma bitno.

]
¢
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6. SUMMARY

The characterization of fermentation of the tea fungus that is characteristic for this area
showed the possibility for production of the beverage that contains 0.28 g/l of
glucuronic acid, 0.26 g/L of lactic acid, 5.99 g/L of total and 3.34 g/L of volatile acids.
Local tea fungus culture metabolized fructose prior than glucose at 28°C.

For the investigation of the antioxidant activity of the tea fungus beverage, native
kombucha culture (kombuha), starter culture with more intensive production of organic
acids (SK1) and starter culture with less intensive production of organic acids (SK2)
were used. They were cultivated on the sweetened black and green tea. Starter cultures
were formed of the tea fungus isolates: SK1- mixed culture of acetic bacteria and
Saccharomyces cerevisiae, SK2- mixed culture of acetic bacteria and
Zygosaccharomyces sp. Besides the analysis of the antioxidant activity, manipulation
with starter cultures is technologically justified.

All the examined samples of the fermentative liquids and the beverages caused the
decrease of the intensity of ESR signal of the hydroxyl-radicals. Values of AA_,
were from 39 to 61.2%. The most significant decrease of the intensity of ESR signal of

DMPO-OH spin adduct was noticed after 3 days of fermentation when average AA,

was 47.71%. Till the end of the 10 days long fermentation AA_,, changes were

slighter and the average increase was 7.59%. For this kind of changes were responsible
substances produced by means of the tea fungus.

The decrease of the intensity of ESR signal of DPPH radicals was noticed in the all
samples in a range of 9.09 to 76.14%. The highest decrease of ESR signal was after 3

days of fermentation. It means that AA,,, was the highest at that point and was

decreasing till the end of fermentation. This trend was opposite than AA,, trend.

The SK1 samples on the black and the kombuha samples on the green tea showed the

highest average antioxidant activity (AA,,, and AAp.,).

The comparison of the average AA,,,. AA ,ppy and total acid content of appropriate
series of the samples indicated the fact that the samples with higher content of total
acids had higher average AA,,, and AA,,,. It was proved that the production of

organic acids is good criteria for the selection of the starter culture for the fermentation.
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After 7 days of fermentation, when the beverage is recommended for the consumption,
the highest contents of vitamin B, were measured in samples of kombuha series on the
green tea (8.4 ng/100 mL) and on the black tea (7.5 pg/100 mL).This was caused by
yeasts that are the most important producers of the vitamins of B group.

Vitamin Bg was not detected in any sample with detection limit of 3 pg/100 mL. It is
possible that B4 was synthesized bellow that value.

The content of vitamin C produced during kombucha fermentation was significantly
higher in the samples obtained on the black tea as a substrate. The chemical
composition of the black tea caused this result.

ESR spectroscopy for the determination of the free radicals and HPLC method with
fluorescent detector for the determination of vitamins B, and By are the methods that
were not used earlier on for the analysis of matrix of the tea fungus beverage. High
reproducibility of the results and the simple sample preparation indicated the suitability
of the methods mentioned above.

It could be concluded that the influence of the content of citric acid on the antioxidant
characteristics of the tea fungus beverage was not significant, because there was not
correlation between the content of citric acid and AA values.

Analysis of the AA

beverages indicates that SK1 culture that grows on the sweetened black tea can be
recommended for the production of the kombucha beverage with high antioxidant
potential. This suggestion has the technological justification because of the
manipulation with less number of microorganisms, in comparison with the complete
kombucha culture. Fermentation conditions on the black tea sweetened with the
sucrose as a substrate are well enough investigated. The product has good sensorial
characteristics and the fact is that the black tea was traditionally used for the kombucha
beverage preparation. That is very important for the consumers.

cons AApy and the content of the some antioxidants in the
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8. PRILOG

Ovo poglavlje je napisano kako diskusija rezultata ne bi bila preterano opterecena
slikama. U poglavlju 4., Rezultati i diskusija, prikazani su samo karakteristitni ESR
spektri, kao i hromatogrami uzoraka Caja i fermentativnih tecnosti, ispitivanih HPLC
tehnikom. U ovom prilogu prikazano je 48 slika. Na slikama od 33 do 48 su ESR spektri
DMPO-OH spin adukata, od 49 do 64 ESR spektri DPPH radikala, a na slikama od 65 do

80 HPLC hromatogrami u sistemu za odredivanje vitamina B.

Kako HPLC tehnikom u opisanom sistemu za odredivanje vitamina Be nije doSlo do

detekcije, pojedinadni hromatogrami za sve ispitivane uzorke nisu prikazani.
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Slika 33. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka kombuha C3
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Slika 34. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka kombuha C7
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Slika 35. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka kombuha C10
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Slika 36. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK1 C3
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Slika 37. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK1 C7
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Slika 38. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK2 C3
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Slika 39. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK2 C7
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Slika 40. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK2 C10
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Slika 41. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka kombuha Z3
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Slika 42. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka kombuha Z7
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Slika 43. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK1 Z3

92



Radomir Malbasa Doktorska disertacija

~100 - V : ll
200 -- IJ
G

100
|

1100 3120 J110 i B 3480

Slika 44. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK1 727
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Slika 45. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK1 Z10
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Slika 46. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK2 73
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Slika 47. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK2 727
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Slika 48. ESR spektar DMPO-OH spin adukta u prisustvu uzorka SK2 Z10

(, | \
oC ] A
i | |
¥
200 "11
20 -
100« ' : ! :
N 300 3:20 310 3460 3.80
Gy

Slika 49. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka kombuha C3
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Slika 50. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka kombuha C7
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Slika 51. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka kombuha C10
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Slika 52. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK1 C7

00
5 300 b b‘
'”; i
b nof
100 -~ ’/‘\ ‘j ﬁl ; ‘| 'h\
i bl
vV oii )i /A | ety

200 \',l' l. \ ] {, \’/

200 - \/ J ¥
it
200 i | H
v
100« '
4100 3.20 1340 3160 3480
o

Slika 53. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK1 C10
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Slika 54. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK2 C3
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Slika 55. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK2 C7
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Slika 56. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK2 C10
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Slika 57. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka kombuha Z7
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Slika 59. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK1 Z3
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Slika 60. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK1 Z7
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Slika 61. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK1 Z10
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Slika 62. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK2 Z3
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Slika 63. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK2 Z7
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Slika 64. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu uzorka SK2 Z10
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Slika 65. Hromatogram uzorka kombuha C3 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 66. Hromatogram uzorka kombuha C7 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 67. Hromatogram uzorka SK1 C3 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 68. Hromatogram uzorka SK1 C7 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 69. Hromatogram uzorka SK1 C10 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 70. Hromatogram uzorka SK2 C3 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 71. Hromatogram uzorka SK2 C7 u sistemu za analizu vitamina B;
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Slika 72. Hromatogram uzorka SK2 C10 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 73. Hromatogram uzorka kombuha Z3 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 75. Hromatogram uzorka SK1 Z3 u sistemu za analizu vitamina B;
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Slika 76. Hromatogram uzorka SK1 Z7 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 77. Hromatogram uzorka SK1 Z10 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 78. Hromatogram uzorka SK2 Z3 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 79. Hromatogram uzorka SK2 77 u sistemu za analizu vitamina B,
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Slika 80. Hromatogram uzorka SK2 Z10 u sistemu za analizu vitamina B-
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