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1. UVOD

Kombuha (Kombucha tea, Manchurian tea, Russian tea, Kargasok tea, Japanese
fungus, Haipao, Hongo) je tradicionalni napitak koji se dobija fermentacijom zasladenog
crnog ili zelenog caja. Veruje se da kombuha vodi poreklo iz severnoistoéne Kine
(MandZurije), a prvi zapisi o ovom napitku (,,Caju besmrtnosti*) su iz 221. godine pre nove
ere u vreme vladavine dinastije Tsin. Iz Azije kombuha se S$irila preko Sibira i
unutrasnjosti Rusije da bi pre viSe od 160 godina stigla i u Evropu. Glavni razlog
popularnosti kombuhe, pored lekovitih efekata koji joj se pripisuju, je jednostavna
priprema napitka u kuénim uslovima.

Kombubha je u $iroj javnosti poznata i pod imenom ¢ajna gljiva uprkos ¢injenici da
ona nije gljiva u pravom smislu te reci, niti je gljiva uklju¢ena u fermentaciju zasladenog
Zaja. Cajna gljiva, kao simbiotska zajednica bakterija siréetnog vrenja (rodova Acetobacter
1 Gluconobacter) 1 autohtonih vrsta kvasaca (rodova Saccharomyces, Zygosaccharomyces,
Saccharomycodes, Torulaspora 1 dr.), predstavlja radnu kulturu kombuha fermentacije.
MikrobioloSki sastav ove jedinstvene zajednice prokariotskih 1 eukariotskih
mikroorganizama zavisi od porekla inokuluma za kombuha fermentaciju. Celulozna masa,
koju tokom kultivacije stvaraju bakterije siréetnog vrenja i koja pluta po povrSini
fermentisane te¢nosti, je verovatno i glavni razlog zasto se kombuha naziva ,,Cajna gljiva®.

Kombuhi se tradicionalno pripisuju brojni terapeutski efekti — delovanje protiv
poremecaja metabolizma, artritisa, arterioskleroze, psorijaze, hipertenzije, konstipacije,
delovanje na imunoloski 1 nervni sistem, digestivni trakt, detoksikaciona svojstva, itd.
Medutim, jos§ uvek je nedovoljno nau¢nih dokaza o lekovitosti kombuhe, njenim aktivnim
supstancama 1 mehanizmima delovanja. Verovatno da neki od terapeutskih efekata poti¢u
od sastojaka ¢aja, a neki od jedinjenja koja nastaju metabolickom aktivnosc¢u ¢ajne gljive.

Iako je kombuha u upotrebi jo§ iz vremena stare ere njeno ozbiljno proucavanje je
zapocelo u XX veku. Danas je dobro poznat hemijski sastav napitka, njegova antimikrobna
svojstva 1 mikrobioloski sastav ¢ajne gljive. Medutim, do danas nije poznat model rasta
kvasaca i bakterija siréetnog vrenja tokom kombuha fermentacije, $to je vazno kada se
razmisSlja o koriS¢enju izolovanih sojeva kvasaca i bakterija kao starter kultura za
inokulaciju. Takode, u literaturi o kombuhi (naucnoj i patentnoj) nema podataka o
tehnoloSkom postupku dobijanja napitka i1 izvodenju fermentacionog procesa u sudovima
zapremine od nekoliko desetina ili stotina litara. Glavni problemi koji stoje pred
industrijskom proizvodnjom kombuhe su standardizacija uslova fermentacije (podloge,
inokuluma, temperature i trajanja fermentacije), kontrola procesa i projektovanje sudova za
fermentaciju velikih zapremina, odnosno prenoSenje procesa sa laboratorijskog na polu-
industrijski i industrijski nivo.

Kombuha se gotovo isklju¢ivo priprema biotransformacijom zasladenog crnog ¢aja,
a pokusaji da se kao izvor azota u podlozi za kultivaciju umesto crnog ili zelenog upotrebi
neki drugi €aj, su bili manje-viSe neuspe$ni. Na trziStu postoje kombuha napici sa
ekstraktom papaje, aloje i razlicitog voca, ali je u osnovi ovih napitaka crni ¢aj. Pored toga,
nema pouzdanih podataka o efektima dodatih ekstrakata na farmakoloska svojstva
kombubhe.

Savremeni nacin pripreme hrane, koji podrazumeva pasterizaciju, sterilizaciju,
konzervisanje, zamrzavanje utice na nutritivni kvalitet namirnica. Takode, belezi se stalni
porast broja teskih oboljenja poput hroni¢nih i1 kancerogenih oboljenja kostiju, stomaka 1
jetre, a hrana i nacin ishrane su prepoznati kao jedan od glavnih faktora rizika po zdravlje
ljudi. Zato su danas ljudi u potrazi za alternativnim metodama konzervisanja hrane,
probiotskim 1 prebiotskim namirnicama, dodacima u ishrani prirodnog porekla i
konzumiranju zdravstveno bezbedne hrane. U najve¢em broju slucajeva u pitanju je



ponovno otkrivanje jednostavne i zaboravljene stare prakse kori§¢enja fermentisane hrane -
kiselo testo, kefir, posebne vrste sireva, fermentisano voce i povrée. Iz istih razloga u
zemljama zapadne Evrope 1 severne Amerike poslednjih decenija postoji veliko
interesovanje za kombuhom kao funkcionalnim napitkom. Brojni nau¢ni radovi, pored jo$
brojnije popularne literature o kombuhi, pokazuju da iz objektivnih razloga ovaj napitak i
dalje zaokuplja paznju nauc¢ne i strucne javnosti u pokuSaju da se odgovori na niz jos
otvorenih pitanja.

Cilj ispitivanja, €iji su rezultati prikazani u ovom radu bio, je da se ispita bioloSka
aktivnost (antimikrobna, antioksidativna i antiproliferativna) kombuhe od crnog caja i
napitaka dobijenih fermentacijom ¢aja ehinacee (Echinacea purpurea L.) 1 rtanjskog ¢aja
(Satureja montana L.). Caj ehinacee i rtanjski ¢aj su poznati po svojoj lekovitosti i
antioksidativnoj i antimikrobnoj aktivnosti, $Sto bi moglo da obezbedi dobijanje kombuha
napitaka velike bioloske vrednosti. Akcenat je bio na ispitivanju bioloske aktivnosti
konzumnih kombuha napitaka, jer u literaturi postoje podaci o efektima napitaka od crnog 1
zelenog Caja Cija je kiselost bila nekoliko puta ve¢e od konzumne, a S$to moze imati
direktne posledice po njihovu biolosku aktivnost. Koliko je poznato rezultati o
antiproliferativnoj aktivnosti kombuha napitaka od crnog i rtanjskog caja, tj. njthovom
uticaju na rast ¢elija humanih karcinoma — epitelnog karcinoma cerviksa, adenokarcinoma
dojke i adenokarcinoma debelog creva su prvi podaci takve vrste.

Pored istrazivanja bioloSke aktivnosti kombuha napitaka, cilj rada je bio da se ispita
i je fermentacioni proces u smislu definisanja nekih od osnovnih parametara kombuha
fermentacije — optimalne koli¢ine izvora ugljenika i azota u medijumu za kultivaciju,
geometrijskih karakteristika fermentora, inokulacija starter kulturama. Definisanje kriti¢nih
parametara kombuha fermentacije je osnov za izvodenje matematickog modela za scale-up
procesa. Predmet istrazivanja je bio i razvoj starter kulture za kombuha fermentaciju koju
¢ine odabrani sojevi kvasaca i bakterija siréetnog vrenja izolovani iz autohtone Cajne
gljive. Upotrebom starter kultura omogucava se striktna kontrola fermentacionog procesa,
sprecava se kontaminacije mikroorganizmima iz okruzenja i dobijanje zdravstveno
bezbednog proizvoda definisanog kvaliteta. Standardizacija uslova kultivacije 1 dobijanje
kombuhe deklarisanog kvaliteta, uz zdravstvenu bezbednost proizvoda, je osnov za
registrovanje napitka kao (pomo¢nog) teraputskog sredstva.



2. OPSTI DEO
2.1. Mikrobiologija ¢ajne gljive

Cajna gljiva predstavlja simbiotsku zajednicu bakterija siréetnog vrenja (BSV) i
autohtonih vrsta kvasaca. Uloga kvasaca u ovoj zajednici je da enzimom invertazom
(saharaza, B-fruktozidaza) hidrolizuju saharozu u podlozi za kultivaciju ¢ajne gljive i tako
je uline dostupnom bakterijama sir¢etnog vrenja. Ove bakterije u nedostatku
odgovarajucih enzima saharozu kao takvu ne mogu da usvoje, odnosno molekul saharoze
ne mogu da transportuju u celiju niti ga mogu ekstracelularno hidrolizovati. Tokom
kultivacije Cajne gljive Celije kvasaca fermentativno metaboliSu glukozu i fruktozu, a
nastali etanol bakterije siréetnog vrenja enzimski oksiduju u siréetnu kiselinu (Slika 1).
Glukoza i fruktoza se metaboliSu u ¢elijama bakterije siréetnog vrenja pri ¢emu se sintetise
niz bioloski veoma vrednih jedinjenja. Karakteristi¢an produkt fizioloSke aktivnosti ¢ajne
gljive je celuloza koja se u vidu pelikule formira po povrSini tecnosti za kultivaciju, na
kojoj je odrzava ugljendioksid nastao fermentativnom aktivno$¢u kvasaca (Sievers 1 sar.,
1995; Stojanovi¢ i Jankovi¢, 1996; Divies i Cachon, 1998). Tradicionalno se celulozna
pelikula zbog njenog izgleda poistovecuje sa pileusom (Sesirom) visih gljiva zbog Cega se
zdruzena kultura kvasaca i bakterija siréetnog vrenja pogresno definiSe kao Cajna gljiva.
Mehanizam medusobnih odnosa c¢elija kvasaca 1 bakterija siretnog vrenja u ovoj
zdruzenoj kulturi gljivi i model rasta ¢elija jos uvek je nepoznat (Teoh i sar., 2004).

Celuloza
A. xylinum ‘
Saharoza /SO Glukoza + Fruktoza % 9
KVASCI

Bakterije sircetne

kiseline Etanol + CO,

Bakterije sircetne kiseline

Siréetna
Glukonska kiselina kiselina
Bakterie A. xylinum
sircetne
kiseline H2O " C02

Ketoglukonske kiseline

Slika 1. Sema osnovne metaboli¢ke aktivnosti ¢ajne gljive (Sievers i sar., 1995)

Mikroskopskom analizom celulozne pelikule (Slika 2) utvrdeno je da se po njenoj
povrsini nalazi veliki broj Stapicastih bakterija koje kao striktni aerobi zauzimaju polozaj
prema atmosferskom kiseoniku, dok se sa donje strane pelikule mogu videti nakupine
¢elija kvasaca (Stojanovi¢ 1 Jankovi¢, 1996). Po nekim podacima u mikrobnim
populacijama Cajne gljive se mogu naci i bakterije mlec¢ne kiseline rodova Lactobacillus 1
Pediococcus (Stojanovi¢ 1 Niksi¢, 2000; Steels i sar., 2002). Prisustvo ovih bakterija je od



posebne vaznosti zbog stimulativnog delovanja mlec¢ne kiseline na crevne populacije
mikroorganizama i organizam konzumenta.

Slika 2. Mikroskopski prikaz ¢elija kvasaca (a) i bakterija siréetnog vrenja (b) u celuloznoj
pelikuli kombuhe (http://images.search.yahoo.com)

2.1.1. Kvasci ¢ajne gljive

Kvasci su nefilamentozne, jednocelijske gljive Siroko rasprostranjene u prirodi
(ubikvitarni mikroorganizmi) od izuzetnog industrijskog znacaja zbog fermentativne
sposobnosti 1 produkcije etanola i1 ugljendioksida. Po tipu metabolizma, odnosno svojim
fizioloskim karakteristikama kvasci su fakultativno anaerobni mikroorganizmi. Optimalna
temperatura za njihov rast je karakteristika vrste, ali je za ve¢inu ona u opsegu od 15-30
OC. Osetljivi su na povisene temperature, a blago kisela sredina (vrednosti pH izmedu 4 i
6) pogoduje razvoju Celija. lako su same c¢elije kvasaca indiferentne na vrednosti pH
sredine u Sirokom opsegu (3,5 - 8), njihov rast je ograni¢en zbog osetljivosti enzimskih
sistema (Ingram, 1955). Pod striktno anaerobnim uslovima rast ¢elija je minimalan, a
reprodukcija ograni¢ena na nekoliko generacija; pod istim uslovima je fermentativna
aktivnost kvasaca maksimalna. S druge strane, prisustvo kiseonika u znatnoj meri
stimuliSe umnoZzavanje ¢elija kvasaca (Slika 3) (Walker, 1998).

Usvajanje saharoze kod kvasaca zapocCinje eksternalnom enzimskom hidrolizom -
fruktofuranozidne veze molekula pomocu enzima invertaze. Potvrdeno je da invertazu neki
kvasci izluuju u podlogu, a da se kod vecine ona nalazi sa spoljaSnje strane osnovne
¢elijske membrane (Lampen, 1968). Zatim se u ¢elijama kvasaca D-glukoza i D-fruktoza
metaboliSu nizom biohemijskih reakcija koje su poznate pod nazivom glikoliza (Emben-
Meyerhof-Parnasov put) (Slika 4). U aerobnim uslovima, kada je krajnji akceptor elektrona
kiseonik, razlaganje ugljenih hidrata se odvija kao respiracija, a nastala pirogrozdana
kiselina preko acetil-CoA kao intermedijera ulazi u ciklus trikarbonskih kiselina (Krebs-ov
ciklus). S druge strane, tokom fermentativnog tipa metabolizma pirogrozdana kiselina se
transformise u etanol i ugljendioksid (Barnett, 1976; Fugelsang i Edwards, 2007).
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Slika 3. Sema glavnih kataboli¢kih puteva u ¢eliji kvasca (Walker, 1998)

Pasteur je utvrdio da se fermentacija ugljenih hidrata odvija u anaerobnim
uslovima, a da se aerisanjem kulture ona najpre usporava a zatim i potpuno zaustavlja uz
pojavu respiratornog tipa metabolizma (pojava se definiSe kao Pasteur-ov efekat)
(Hoogerheide, 1971). Posto se pod anaerobnim uslovima iz molekula glukoze stvaraju
samo dva molekula ATP c¢elija mora ubrzati usvajanje glukoze kao bi se osiguralo
odrzavanje unutarcelijskog ,,pool-a®“ ATP-a, S§to se postize aktivacijom enzima
fosfofruktokinaze (Slika 4). Do porasta brzine usvajanja glukoze pod anaerobnim dolazi
kada je koncentracija glukoze u sredini oko 0,9 g/L (Fugelsang i Edwards, 2007).

Medutim, alkoholna fermentacija kvascima je moguca i pod aerobnim uslovima
ukoliko je koncentracija D-glukoze u podlozi veca od 9 g/L, a ovaj fenomen je poznat pod
nazivom Crabtree efekat (Barnett, 1997). Pri navedenoj koncentraciji glukoze dolazi do
represije formiranja mitohondrijskih elemenata i respiratornih enzima. Neki kvasci roda
Dekkera (Brettanomyces) Cak glukozu fermentiraju brze pod aerobnim nego pod
anaerobnim uslovima S$to za posledicu ima sintezu vece koliCine siréetne kiseline. Ova
alkoholna fermentacija u striktno aerobnim uslovima je poznata pod nazivom Custers-ov
efekat (Wiken, 1968; Scheffers i Wiken, 1969; Barnett, 1981). Navedeni fenomeni su
poznati i pod zajednickim nazivom negativan Pasteur-ov efekat (Weusthuis, 1994).

Kvasci izolovani iz ¢ajne gljive — Iz Cajnih gljiva koje su poreklom iz razlicitih
geografskih podrucja izolavane su razliite vrste kvasaca, §to je posledica geografskih 1
klimatskih uticaja, uslova kultivacije i prisustva lokalnih vrsta divljih kvasaca i bakterija
(Frank, 1995; Mayser i sar., 1995). Medutim, pregledom literature se moze konstatovati da
su pojedini rodovi kvasaca zajednicki za, po poreklu, razli¢ite kombuha kulture. Tako su



Herrera i Calderon-Villagomez (1989) u cajnoj gljivi sa teritorije Meksika determinisali
slede¢e vrste kvasaca: Brettanomyces intermedius, Candida famata, Pichia
membranaefaciens, Saccharomyces cerevisiae subsp. aceti, Saccharomyces cerevisiae
subsp.  cerevisiae,  Torulaspora  delbrueckii,  Zygosaccharomyces  bailii 1
Zygosaccharomyces rouxii. Mayser 1 saradnici (1995) su ispitujuéi uzorke kombuhe
prikupljene Sirom Nemacke (dva komercijalna napitka i trideset dva pripremljena u
domacdinstvima) utvrdili da su kvasci rodova Brettanomyces (sa 56%), Zygosaccharomyces
(sa 29%) 1 Saccharomyces (sa 26%) najdominantniji. Do sli¢nih rezultata su dosli i Liu i
saradnici (1996) koji su iz uzoraka tajvanske kombuhe (Haipao) izolovali vrste
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii 1 Brettanomyces bruxellensis.
Roussin (1996) je u opseznom istrazivanju hemijskih i mikrobioloSkih karakteristika
kombuha napitaka sa podru¢ja Severne Amerike utvrdio da su Zygosaccharomyces spp. 1
Saccharomyces cerevisiae bile tipi¢ne vrste kvasaca u ispitanim uzorcima.
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'
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Slika 4. Usvajanje glukoze kod Saccharomyces sp. (Embden-Meyerhof-Parnasov put)

Teoh 1 saradnici (2004) su pored identifikacije kvasaca Cajne gljive istrazili 1
promene broja ¢elija pojedinacnih vrsta tokom kombuha fermentacije. Iz Cetiri
komercijalna uzorka radne kulture izolovali su 1 identifikovali slede¢e kvasce:
Brettanomyces bruxellensis, Candida stellata, Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora
delbrueckii 1 Zygosaccharomyces bailii. Sve vrste su izolovane 1 iz fermentisane te¢nosti 1
iz celulozne pelikule, pri ¢emu je broj Celija kvasaca u teCnosti tokom dvonedeljne
kultivacije bio u opsegu od 10* do 10° éelija/mL, dok je broj ¢elija u pelikuli za svaki od



Setiri ispitana uzorka tokom fermentacije bio konstantan (reda veli¢ine 10°~10% ¢éelija/g u
zavisnosti od ispitanog uzorka).

Vrste kvasaca izolovane iz c¢ajnih gljiva razliCitog porekla pripadaju
osmotolerantnim i fermentativnim vrstama sposobnim da produkuju vece koli¢ine kiselina.
Vrste roda Brettanomyces spp. se veoma lako prilagodavaju uslovima sredine kakva je
podloga za kombuha fermentaciju. Brettanomyces spp. su odgovorne za spontanu
fermentaciju belgijskog piva (njegov karakteristiCan ukus potice od siréetne kiseline i
njenih estara), ali su oznafeni i kao kontaminanti ¢esto izolovani tokom fermentacije
drugih vrsta piva (Mayser i sar., 1995). Candida stellata je takode kvasac sposoban da
produkuje vecu koli¢inu siréetne kiseline koji se obicno izoluje tokom rane ili sredi$nje
faze fermentacije vina (Teoh 1 sar., 2004). Zygosaccharomyces bailii, Schizosac-
charomyces pombe 1 Torulaspora delbrueckii su vrste koje pokazuju toleranciju prema
koncentracijama glukoze u podlozi i do 60% (Barnett, 1997) Sto objasnjava njihovo
prisustvo u fermentisanoj tecnosti i ¢ajnoj gljivi.

Zygosaccharomyces bailii je kvasac koji se Cesto izoluje i iz drugih napitaka i
namirnicama, posebno onih sa niskom vrednos¢u pH i1 visokom koncentracijom Secera.
Jedna od karakteristika ovog kvasca je sposobnost da produkuje vece koliCine siréetne
kiseline pri ¢emu ispoljava i znacajnu tolerantnost prema njoj (Liu i sar., 1996). Po
navodima Barnett i saradnika (2000) Zygosaccharomyces bailii je sposoban da toleriSe
koncentraciju siréetne kiseline i od 20 g/L.

Saccharomyces cerevisiae je sigurno najpoznatiji kvasac od velikog industrijskog
znacaja zbog sposobnosti fermentacije ugljenih hidrata (pre svih glukoze i1 saharoze).
Selekcionisani sojevi Saccharomyces cerevisiae se koriste u proizvodnji hleba, piva, vina i
alkohola. Na istorijsku ulogu ovog kvasca u proizvodnji alkoholnih napitaka sugeriSe i
njegov naziv: Sacharomyces na grckom znaci ,,plesan Secera®, a cerevisiae na latinskom
»pivski“. U prirodi se kvasci ove vrste nalaze na vocu 1 njihovim razvojem i aktivno$éu
dolazi do spontane alkoholne fermentacije.

Teoh 1 saradnici (2004) su pokazali da fermentaciju podloge za kultivaciju ¢ajne
gljive zapo€inju osmotolerantni kvasci - Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora
delbrueckii 1 Zygosaccharomyces bailii. Tokom fermentacije, kako se povecava
koncentracija kiselina u medijumu, tako se broj ¢elija vrsta kvasaca koje su osetljivije na
kiseline u ukupnoj populaciji smanjuje, a dominaciju preuzimaju acidotolerantni kvasci
poput Zygosaccharomyces bailii (Teoh i sar., 2004).

Kurtzman 1 saradnici (2001) su iz kombuhe izolovali 1 opisali nov askosporogeni
kvasac Zygosaccharomyces kombuchaensis. Analiza je pokazala filogenetsku bliskost
ovog kvasca sa Zygosaccharomyces lentus koji je poput Zygosaccharomyces bailli,
Zygosaccharomyces bisporus, Zygosaccharomyces rouxii 1 Zygosaccharomyces mellis
kvasac kvarenja. Steels 1 saradnici (2002) su utvrdili da je jedna od osnovnih fizioloskih
razlika izmedu Zygosaccharomyces lentus 1 Zygosaccharomyces kombuchaensis njihova
razli¢ita rezistencija prema sorbinskoj i benzoevoj kiselinu. Zygosaccharomyces lentus
(kao 1 Zygosaccharomyces bailli) je rezistentan na siréetnu i sorbinsku kiselinu, dok
Zygosaccharomyces kombuchaensis pokazuje rezistenciju samo prema sirc¢etnoj kiselini.
Ovo ukazuje da su mehanizmi rezistencije kvasaca na siréetnu i sorbinsku kiselinu razliciti
1 da one inhibiraju rast kvasaca na razli¢ite naine. Zygosaccharomyces lentus se od
Zygosaccharomyces bailli (ali 1 drugih Zygosaccharomyces vrsta) razlikuje po odsustvu
rasta u kulturi koja se mesa na temperaturama preko 25°C, ali i sposobnosti da raste na
4°C. Za Getiri ispitana soja Zygosaccharomyces kombuchaensis je utvrdeno da su sposobni
da rastu u stati¢noj kulturi na temperaturama preko 30°C, dok je rast ovog kvasca u kulturi
koja se meSa na temperaturama iznad 25°C veoma slab (Steels i sar., 2002).



2.1.2. Bakterije sirc¢etnog vrenja

Bakterije sir¢etnog vrenja (BSV) su mikroorganizmi sposobni da oksiduju razli¢ite
vrste ugljenih hidrata 1 alkohola Sto im je obezbedilo veliki industrijski znacaj, pre svega
kao proizvodnih mikroorganizama u tehnologiji siréeta. Medutim, one su i glavni
uzroc¢nici kvarenja vina usled oksidacije etanola u siréetnu kiselinu. Oste¢ena 1 pokvarena
zrna grozda (posebno ona inficirana plesni Botrytis cinerea) sadrze veliki broj bakterija
sir¢etnog vrenja koje mogu da rastu 1 razmnozavaju se u $iri 1 izazovu nakupljanje siréetne
1 glukonske kiseline (Gonzalez i sar., 2005). Zbog Siroke rasprostranjenosti u prirodi,
visoke rezistentnosti prema kiselinama i sposobnosti da usvoje razliCite supstrate bakterije
siréetnog vrenja su Cesti uzrocnici kvarenja hrane uopste.

Sistematika BSV: Otkako je Pasteur 1864. godine opisao prvu kulturu bakterija
sir¢etnog vrenja i nazvao je Mycoderma aceti, opisano je preko 60 vrsta koje su sa manje
ili viSe uspeha sistematizovane po postoje¢im taksonomskim sistemima (npr. po Bergeyu
ili Krasiljnikovu). U pitanju su striktno aerobne, asporogene, Gram negativne ili Gram
varijabilne Stapicaste bakterije sa respiratornim tipom metabolizma i kiseonikom kao
terminalnim akceptorom elektrona. Oksidacija etanola u siréetnu kiselinu je tipi¢na
fizioloska karakteristika ove grupe bakterija (Korculanin, 1984)

Usled velike genotipske sli¢nosti postoji problem diferencijacije pojedinih vrsta
bakterija siréetnog vrenja. Frateur je 1950. godine predlozio klasifikaciju koja je Sire
prihvacena (Tabela 1) (Korculanin, 1984).

Tabela 1. Kriterijumi za determinaciju Acetobacter vrsta

Kriterijum Grupe
L peroxydans oxydans mesoxydans suboxydans

Sinteza katalaze - + + +
Oksidacija acetata do n n + )
CO,1H,0 -
Oksidacija laktata do n + + i
karbonata
Oksidacija glicerola do i ) " n
dihidriksilacetona
Oksidacija glukoze u i - i n
glukonsku kiselinu +

Leifson je 1954. godine ustanovio da se vrlo srodne bakterije siretne kiseline
razlikuju po polozaju flagela (polarno ili peritrihno) §to znaci da ne mogu pripadati istom
rodu, odnosno porodici u sistematici bakterija (Korculanin, 1984). Na osnovu toga moguce
je razlikovati dve grupe, odnosno dva roda bakterija siréetnog vrenja - Acetomonas 1
Acetobacter (Tabela 2).

Siréetna kiselina je konacni produkt metabolizma Acetomonas vrsta koja se ne
oksiduje ni produzenim trajanjem procesa nakon utroska etanola iz medijuma. Neki autori
su za ovu grupu bakterija predlagali ime Gluconobacter jer vrste ovog roda mogu
oksidovati glukozu do glukonske kiseline.

U priruéniku po Bergeyu iz 1984. godine bakterije siréetnog vrenja su
sistematizovane u dva roda: Acetobacter 1 Gluconobacter (De Ley 1 sar., 1984). U rod
Acetobacter svrstane su vrste: A. aceti (ranije Mycoderma aceti), A. liquefaciens (po De
Ley i Frateur iz 1974. A. aceti subsp. liquefaciens), A. pasteurianus (po De Ley 1 Frateur iz
1974. A. aceti subsp. xylinum) 1 A. hansenii sp. nov.. Po prethodnom izdanju Bergey-evog
priruc¢nika iz 1974. godine rod Gluconobacter Cinila je vrsta G. oxydans sa podvrstama:
oxydans, industrius, suboxidans 1 melanogene. Medutim, mnogi autori nisu prihvatili



ovakvu diferencijaciju roda Gluconobacter na podvrste smatrajuci da se razliciti sojevi ne
mogu smatrati bioloSkim entitetima (De Ley i sar., 1984).

Tabela 2. Dve grupe bakterija siretne kiseline po Leisiger 1 Miiller (Kor¢ulanin, 1984)

Bakterije siréetne Kiseline

Red Pseudomonadales Eubacteriales

Porodica Pseudomonadaceae Acetobacteriaceae

Rod Acetomonas Acetobacter

Svojstva polarne flagele peritrihne flagele
nemaju ciklus limunske kiseline imaju ciklus limunske kiseline
ne oksiduju siréetnu kiselinu oksiduju siréetnu kiselinu

Vrste d\(e V.r.ste koje se razlikuju po de.vet' YI‘S'[?. koje se razlikuju po
kriterijumima Frateura kriterijumima Frateura

Osnovni kriterijum za razlikovanje rodova Acetobacter 1 Gluconobacter je
sposobnost bakterija roda Acetobacter da oksiduju acetat ili laktat do ugljendioksida 1
vode. U tabeli 3 prikazane su osnovne karakteristike rodova Acetobacter 1 Gluconobacter
na osnovu kojih se vr$i njihovo medusobnog razvrstavanja (Divies 1 Cachon, 1998).

Poslednjih godina je taksonomija bakterija siréetnog vrenja dozivela znacajne
promene i vrste koje su prethodno pripadale rodovima Gluconobacter 1 Acetobacter su
sada smestene u posebne rodove; tako se Acetobacter liquefaciens, Acetobacter hansenii i
Acetobacter xylinus nalaze u rodu Gluconaacetobacter (Gullo 1 sar., 2006).

Po vazecoj klasifikaciji ima osam rodova bakterija sir¢etnog vrenja koji pripadaju
familiji Acetobacteriaceae, a-klasa Proteobacteria: Asaia (A4s.), Acidomonas (Ac.),
Acetobacter (A.), Gluconobacter (G.), Gluconacetobacter (Ga.), Kozakia (K.),
Swaminathania (S.) 1 Saccharibacter (Sa) (Gonzalez i sar., 2006; De Vero 1 Giudici,
2007). lako rod Frateuria (F.) pripada y-klasi Proteobacteria vrsta Frateuria aurantia je
takode poznata kao bakterija sir¢etnog vrenja (De Vero i Giudici, 2007). U skorije vreme
Neoasaia chiangmaiensis (N) a gen. nov., sp. nov. je opisana kao nova osmotolerantna
vrsta bakterija siretnog vrenja u okviru a-klase Proteobacteria (De Vero i Giudici, 2007).

Tabela 3. Osnove za razvrstavanje rodova Gluconobacter 1 Acetobacter

Karakteristika Gluconobacter Acetobacter
Flagelacija polarna peritrihna
rast na pH =4,5 + +
oksidacija etanola do sir¢etne kiseline + +
oksidacija acetata do CO, i H,O - +
oksidacija glukoze u glukonat + +/-
aktivnost ciklusa trikarbonskih kiselina - +
produkcija 5-keto glukonata + +/-
dihidriksilaceton do glicerola + +/-

+ : pozitivno; - : negativno; +/- : razli¢ito od vrste do vrste

Izvesno je da taksonomija bakterija siréetnog vrenja jo§ uvek nije u potpunosti
utvrdena i su odredene izmene i1 pregrupisavanja joS uvek u toku. Razlozi taksonomske
nepouzdanosti kada su bakterije siréetnog vrenja u pitanju su nedovoljna saznanja u vezi



filogeneze ovih bakterija i poteSkoc¢e koje postoje tokom izolovanja, kultivacije i cuvanja
bakterijskih sojeva (posebno onih sojeva koji su poreklom iz sredine sa visokim sadrzajem
sir¢etne kiseline) (Gullo i sar., 2006; De Vero i Giudici, 2007).

Fizioloske Kkarakteristike BSV: Tipi¢na fizioloska karakteristika bakterija
sirCetnog vrenja je njihova sposobnost enzimske oksidacije etanola u siréetnu kiselinu.
Proces oksidacije etanola u sir¢etnu kiselinu se odvija u dva stupnja; u prvoj fazi siréetne
fermentacije odvija se oksidacija etanola u acetaldehid u prisustvu enzima etanol
dehidrogenaze:

CH3CH20H + 1/202 — CH3CHO + HZO
da bi zatim iz acetaldehida nastao hidrat acetaldehida:
CH3;CHO + H,O — CH3;CH(OH),

Dehidrogenacijom hidratisanog acetaldehida u prisustvu acetaldehid dehidrogenaze
nastaje sir¢etna kiselina:

CH3CH(OH)2 +1/20, — CH3COOH + H,O

Kod vecine bakterija sir¢etne kiseline aktiviranje vodonika obavljaju dehidrogenaze
zavisne od koenzima NAD i NADP. Do konacne oksidacije aktiviranog vodonika
(redukovanog NAD i NADP) dolazi gotovo uvek pomocu citohrom sistema respiratornog
lanca pri ¢emu po molu siréetne kiseline nastaje Sest molova ATP. Zbirna jednacina
oksidacije etanola bakterijama siretnog vrenja izgleda ovako:

CH;CH,0OH + O, — CH3;COOH + H,0 + 494,24 kJ

tokom koje se u fermentisanoj te¢nosti nagomilavaju nepotpuno oksidovana organska
jedinjenja. Pojava nepotpune oksidacije je u direktnoj vezi sa visokom koncentracijom
ugljenih hidrata koja je na raspolaganju ¢elijama mikroorganizma (Rouz, 1975).

Da bi oksidacija etanola tekla optimalno sojevi bakterija siréetnog vrenja zahtevaju
dovoljne koli¢ine kiseonika u podlozi. Ukoliko na raspolaganju nemaju dovoljne koli¢ine
kiseonika ¢elije u uslovima velike koncentracije siréetne kiseline i etanola ne mogu da
prezive. Ako je ukupna koncentracija siréetne kiseline i1 etanola tokom siréetne
fermentacije 5% (g sircetne kiseline/100 mL + vol.% etanola) tada prilikom prekida
aeracije u trajanju od 5 min. odumira 34% prisutnih bakterija, a ako je ukupna
koncentracija 12% isti udeo bakterija odumire ve¢ za 10-12 sekundi (Crueger i Crueger,
1984). Pored kiseonika za optimalan rast Acetobacter vrsta neophodno je prisustvo siréetne
kiseline 1 etanola pri ¢emu je sadrzaj etanola kriti¢an. Ukoliko je sadrzaj etanola u podlozi
manji od 0,2% (vol.) broj odumrlih ¢elija znacajno raste (Crueger i Crueger, 1984).

Otpornost koju bakterije siréetnog vrenja pokazuju prema kiselinama je retka medu
aerobnim hemoheterotrofnim bakterijama (one rastu i u podlogama ¢ija je inicijalna
vrednost pH oko 4,5) (Stanier i sar., 1971). Medutim, joS uvek nije potpuno jasno Sta
obezbeduje visoku acidofilnost bakterija siréetnog vrenja. Po jednoj od pretpostavki
njihova ¢elijska membrana je bogata zasi¢enim masnim kiselinama §to je Cini relativno
nepropustivom za siréetnu kiselinu (Entani i sar., 1985)

Bakterije siréetnog vrenja mogu kao izvore ugljenika i energije da iskoriste veci
broj organskih jedinjenja: ugljene hidrate (manji procenat sojeva BSV usvaja saharozu,
rafinozu i dekstrin), primarne i sekundarne alkohole (etanol, n-propanol, D-manitol, ali ne 1
metanol), organske kiseline, poliole 1 dr. (De Ley 1 sar., 1984; Divies i Cachon, 1998).
Slika 5 prikazuje sinopticku Semu metabolizma jedinjenja koja su izvori ugljenika za
bakterije siretnog vrenja.
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Slika 5. Sinopticka Sema metabolizma izvora ugljenika kod bakterije sir¢etnog vrenja
(Divies i Cachon, 1998)

Glukoza se u ¢elijama bakterija sir¢etnog vrenja uglavnom razgraduje glikolizom,
ali se pored toga jedan njen deo na spoljasnjoj strani ¢elijske mambrane, ili unutar celije,
enzimski oksiduje u glukonsku 1 glukonske kiseline (Slika 6; Divies 1 Cachon, 1998). Ove
kiseline su posle siréetne kiseline dominantni metaboli¢ki produkti bakterija siréetnog
vrenja.

Bakterije roda Acetobacter su sposobne da potpuno oksiduju acetat ciklusom
trikarbonskih kiselina do ¢ega dolazi nakon S$to je utroSen celokupan etanol iz sredine. U
prisustvu etanola, a putem inhibicije enzima, onemogucena je dalja oksidacija siréetne
kiseline. Uz to sama sir¢etna kiselina pri visim koncentracijama, odnosno vrednosti pH od
3 inhibira sopstvenu oksidaciju (Divies i Cachon, 1998). Za razliku od bakterija roda
Acetobacter vrste roda Gluconobacter, iako striktni aerobi, nemaju kompletiran ciklus
trikarbonskih  kiselina kome nedostaju o-ketoglutarat dehidrogenaza 1 sukcinat
dehidrogenaza (Divies 1 Cachon, 1998). Ovo je razlog zasto bakterije roda Gluconobacter
ne mogu u potpunosti da oksiduju acetat. Posledica ovog metabolickog nedostatka je
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stehiometrijska oksidacija etanola u siréetnu kiselinu; supstrati (npr. laktat) koji se
oksiduju preko piruvata bivaju stehiometrijski konvertovani u siréetnu kiselinu (Stanier 1
sar., 1971). Zato je za metabolizam ovih bakterije od klju¢nog znacaja put
heksozamonofosfata.

Glukoza D-glukonat 2-ketoglukonat 2,5-ketoglukonat
» 0O %0, %0,

AN N

2
éelijska
membrana
GDH GADH 2kGAD

1 .
D-glukoza 7T Glukonat 7—2? 2-ketoglukonat c1t0plazma
NADP NADP

NADPH NADPH

Put pentoza fosfata Put pentoza fosfata
Glikoliza Glikoliza

Slika 6. Oksidacija glukoze bakterijama siréetnog vrenja

1: NADP-zavisna glukoza dehidrogenaza; 2: NADP-zavisna glukonat dehidrogenaza;
GDH: glukoza dehidrogenaza; GADH: glukonat dehidrogenaza; 2kGADH: 2-ketoglukonat dehidrogenaza.

Specificna karakteristika bakterija siréetnog vrenja je sposobnost sinteze
ekstracelularnih polisaharida. Sinteza celuloze je dokazana za Acetobacter pasteurianus
(vrstu koja je ranije klasifikovana kao A. aceti subsp. xylinum) 1 Gluconobacter oxydans,
dok drugi sojevi sintetiSu levane i dekstrane (Divies and Cachon, 1998). Dugo vremena se
smatralo da su bakterije roda Acetobacter jedine sposobne za ekstracelularnu sintezu
celuloze da bi Deinema i Zevenhuizen (1971) pokazali da odredeni sojevi roda
Pseudomonas to takode mogu Ciniti (De Ley 1 sar., 1984). Mehanizam biosinteza celuloze
kod bakterija siretnog vrenja - njeni prekursori, intermedijeri 1 polimerizacija jo$ uvek su
nerazjaSnjeni. Po jednoj od teorija u pocetnoj fazi sinteze celuloze glukoza se
intracelularno transformise u poliglukane koji se oslobadaju iz ¢elije. U drugoj fazi ovi se
polimeri progresivno povezuju i kristalizuju u ¢vrstu mikrofibrilnu celulozu (De Ley i sar.,
1984).

Celulozna navlaka koju stvara Acetobacter xylinum tokom kultivacije ¢ajne gljive
je debela i kozasta, laminarne strukture, sa dijametrom fibrila od oko 25 nm. Koli¢ina
sintetisane celuloze tokom kultivacije cajne gljive moze da dostigne 1 40% od pocetne
koli¢ine supstrata (Stojanovi¢ i Jankovi¢, 1996). Ustanovljeno je da izvor ugljenikovih
atoma u podlozi za kultivaciju direktno uti¢e na sintezu celuloze tokom kombuha
fermentacije. Glukoza, fruktoza, glicerol, manitol i etanol u podlozi za kultivaciju
stimuliSu produkciju celulozne pelikule tokom kombuha fermentacije. Pored toga,
Balentine 1 saradnici (1997) su izneli podatak da i azotna jedinjenja ekstrahovana iz ¢aja
(poput kofeina) takode aktiviraju biosintezu celuloze.

Cajna gljiva i bakterije siréetnog vrenja: Cinjenica je da su bakterije siréetnog
vrenja poreklom iz ¢ajne gljive mnogo manje istrazene u odnosu na kvasce kombuhe.
Pregledom literature o kombuhi i1 mikrobioloSkom sastavu cajne gljive moze se
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konstatovati da u kulturama dominiraju sledece vrste rodova Acetobacter 1 Gluconobacter:
A. xylinum, A. aceti, A. pasteurianus 1 G. oxydans (Konovalov i Semenova, 1955; Sievers 1
sar., 1994; Greenwalt i sar., 2000). Liu i saradnici (1996) su iz kombuha kulture (lokalni
naziv Haipao) izolovali dva reprezentativna soja Gram negativnih bakterija koje su bile
sposobne da potpuno oksiduju laktat i acetat do CO; i produkuju sir¢etnu kiselinu iz
etanola. Na osnovu ovih fizioloskih karakteristika izolovani sojevi su determinisani kao
Acetobacter spp.. Daljim ispitivanjem njihovih biohemijskih karakteristika i poredenjem
dobijenih rezultata sa rezultatima dobijenim za referentne sojeve bakterija siréetnog vrenja
(roda Acetobacter), izolovani sojevi bakterija iz Cajne gljive su identifikovani kao
Acetobacter aceti 1 Acetobacter pasteurianus. Gonzalez 1 saradnici (2005) su ustanovili da
je vrsta Acetobacter aceti dominantna bakterija siretnog vrenja tokom procesa
proizvodnje vina, a uz vrstu Gluconobacter oxydans 1 najzastupljenija u pokvarenim
zrnima grozda.

Acetobacter xylinum (po vazecoj taksonomiji vrsta Acetobacter xylinum nosi naziv
Gluconacetobacter xylimus; http://www.atcc.org) je po podacima dominantna bakterija u
celuloznoj pelikuli 1 fermentisanom zasladenom ¢aju, koja je odgovorna za sintezu siréetne
kiseline, glukonske kiseline i celuloze iz izvora ugljenika tokom kultivacije Cajne gljive
(Greenwalt i sar., 2000).

Do danas karakterizacija sojeva bakterija siréetnog vrenja izolovanih iz ¢ajne gljive
nije obavljena savremenim molekularnim tehnikama (metode DNA ili rRNA hibridizacije,
odnosno razli¢ite PCR tehnike) kao $to je to slucaj sa bakterijama siretnog vrenja
izolovanih sa grozda i tokom proizvodnje vina. Bakterije siretnog vrenja izolovane iz
¢ajne gljive su do sada identifikovane ispitivanjem fizioloskih i ekoloskih osobina, ali ove
konzervativne metode, za Cije je izvodenje potrebno dosta vremena, nisu pouzdane.
Imajuci u vidu 1 Cinjenicu da je taksonomija ovih bakterija poslednjih decenija dozivela
velike promene, potrebno je da se ponovo obavi karakterizacija bakterija sir¢etnog vrenja
koje su poreklom iz cajne gljive.

2.2. Kultivacija ¢ajne gljive

Tradicionalni supstrat za kultivaciju Cajne gljive je saharozom zasladen crni Caj.
Pocetni sadrzaj saharoze u podlozi je od 50-100 g/L pri ¢emu je utvrdena direktna veza
izmedu sadrzaja saharoze i koli¢ine metabolita prisutnih u gotovom napitku (Blanc, 1996).
Pokus$aji da se saharoza kao izvor ugljenika u podlozi za ¢ajnu gljivu zameni nekim
drugim ugljenim hidratom nisu dali Zeljene rezultate. KoriSéenje laktoze, glukoze, ili
fruktoze je imalo uticaja na sadrZaj etanola 1 mle¢ne kiseline u fermentacionoj tecnosti i
duzinu trajanja fermentacije, dok su efekti na ukus kombuhe bili minimalni (Reiss, 1994).
U podlogama sa maltozom 1 dekstrinom fizioloSka aktivnost Cajne gljive je smanjena Sto
ima za posledicu produkciju manje koli¢ine organskih kiselina i produzenje perioda
fermentacije (Jankovi¢, 1995).

Koris¢enje meda u podlogama za kultivaciju ¢ajne gljive, u nameri da se dobije
kombuha povecane bioloske vrednosti, nije dalo Zeljene rezultate najverovatnije zbog
antimikrobnog dejstva nekih aktivnih supstanci meda, koje su uticale na radnu kulturu
(Frank, 1995).

S obzirom da tokom kultivacije ¢ajne gljive ne dolazi do usvajanja celokupne
koli¢ine izvora ugljenika u gotovom kombuha napitku zaostaje odredena koli¢ina glukoze,
fruktoze i saharoze. Zato kombuha pripremljena od caja zasladenog saharozom nije
prihvatljiva za dijabeti¢are, Sto je bio razlog ispitivanja odgovaraju¢ih alternativnih
supstrata. Malbasa (2000) je u cilju dobijanja dijetetskog kombuha napitka umesto
saharoze kao izvor ugljenika koristio ekstrakt topinambura. Ovaj ekstrakt bogat
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polifruktozanom inulinom se u industriji koristi za dobijanje oligofruktozana (poznati
probiotici) 1 fruktoze.

Cvetkovi¢ (2003) je kao ugljenohidratnu osnovu podloge za kultivaciju ¢ajne gljive
koristio ekstrakt slada u koli¢ini od 100 g/L. Prisustvo lako usvojivih ugljenih hidrata
(glukoze, fruktoze 1 maltoze) u podlozi sa ekstraktom slada doprinosi brzoj
biotransformaciji i dobijanju kombuha napitka prihvatljivih senzornih svojstava, za krace
vreme kultivacije u poredenju sa napitkom pripremljenim na tradicionalan nacin.

Malbasa 1 saradnici (2008) su ispitali i moguénost upotrebe melase u kombuha
fermentaciji, koja je zbog svojih nutritivnih svojstava (sadrzaja mineralnih materija,
vitamina, mle¢ne kiseline) i relativno niske trziSne cene (kao sporedni produkt industrije
Secera) zainteresovala istrazivace. Medutim, transformacijom podloge sa melasom dobijen
je napitak sa znatno nizim sadrzajem sirCetne kiseline u poredenju sa kombuhom
dobijenom na uobicajeni nacin. Tako je ukupni sadrzaj kiselina nakon Cetrnaest dana
fermentacije podloge sa melasom bio od 2,5-4,2 g/L (pH je bio izmedu 4,8 1 6,2 u
zavisnosti od upotrebljene melase), a sadrzaj siréetne kiseline od 0,21-0,28 g/L.

Crni ¢aj ("fermentisani" listovi Camellia sinensis L.) u podlozi za kultivaciju
obezbeduje mikroorganizmima cCajne gljive neophodne izvore azota (alkaloide,
aminokiseline, proteine) i mikroelemente (hrom, magnezijum, selen i cink) (Cabrera i sar.,
2003). Purinske komponente caja — kofein i teofilin (Slika 7) su posebno znacajni
nutritivni faktori kao jedinjenja potrebna za sintezu nukleinskih kiselina (Frank, 1994).
Chappuis (1998) je utvrdio da se tokom cetrnaest dana kultivacije ¢ajne gljive koli¢ina
kofeina u fermentisanom zasladenom crnom caju smanji za 25%, $to je posledica
usvajanja kofeina od strane mikroorganizama cajne gljive (krajnji sadrzaj kofeina u
napitku bio je 147 mg/L).
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Slika 7. Hemijska struktura kofeina (a) i teofilina (b)

Sadrzaj kofeina u zelenom ¢aju (nefermentisani listovi Camellia sinensis L.) je za
oko 2,5 puta ve¢i nego u crnom tako da se upotrebom zelenog ¢aja u podlozi za ¢ajnu
gljivu odezbeduje veca koli¢ina azotnih jedinjenja (Hoffman, 1998). Greenwalt i saradnici
(1998) su potvrdili da zeleni ¢aj stimuliSe fermentativnu aktivnost Cajne gljive S$to
obezbeduje dobijanje kombuha napitka za kra¢e vreme kultivacije. Uprkos tome crni ¢aj je
jos uvek dominantan izvor azota u podlozi za kultivaciju cajne gljive.

Biljni ¢ajevi poput Caja od nane, lipe, Sipka, kamilice i1 dr. ne sadrze kofein 1 druga
purinska jedinjenja neophodna ¢ajnoj gljivi (Hoffmann, 1998), zbog cega se biljni ¢ajevi u
podlogama za kultivaciju koriste samo u kombinaciji sa crnim ¢ajem.

U literaturi nema mnogo podataka o istrazivanjima alternativnih podloga za
kultivaciju ¢ajne gljive u kojima bi crni (ili zeleni) ¢aj bio zamenjen nekim drugim
izvorom azota. Cvetkovi¢ i1 saradnici (2003) su ispitali moguénosti upotrebe zasladenog
¢aja ehinacee (Echinacea purpurea L.) kao podloge za kultivaciju Cajne gljive. Echinacea
spp. je lekovita biljka koja se tradicionalno koristi kao imunostimulator u tretmanu
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inflamatornih 1 virusnih bolesti. U Sjedinjenim Americkim drzavama i Nemackoj je Caj
ehinacee oficijalno pomoc¢no terapeutsko sredstvo u lecenju infekcija gornjih respiratornih
organa, urogenitalnih infekcija i inficiranih rana (MaryAnn i sar., 1998). Dokazano je da
ekstrakti ehinacee imaju izuzetna antioksidativna svojstva ¢ime se objaSnjava lekovitost
biljke (Pellati i sar., 2004). Rezultati ispitivanja (Cvetkovi¢ i sar., 2003) su pokazali da se
¢ajna gljiva moZe veoma uspeSno gajiti na zasladenom caju Echinacea purpurea jer se
kombuha od ehinacee dobija za kra¢e vreme fermentacije u poredenju sa kombuhom od
crnog caja.

Rtanjski ¢aj (Satureja montana L) je jednogodi$nja aromati¢na biljka koja je od
davnina poznata po svojim lekovitim svojstvima. Biljka, etarska ulja i ekstrakti se koriste u
tradicionalnoj medicini za leCenje mnogih oboljenja zbog svog baktericidnog,
ekspektorantskog, fungicidnog, lakhvnog, antidiuretskog, sedativnog i antioksidativnog
delovanja (Bezbradica 1 sar., 2005). Ispitivanjima je dokazano prisustvo fenolnih
jedinjenja u rtanjskom ¢aju koja obezbeduju njegovo snazno antisepti¢no dejstvo (http://
www kirka.co.yu/kirkapha/lekovitobilje/rtanjski_caj.htm). Rtanjski ¢aj se preporucuje u
lecenju infekcija organa za disanje, varenje i mokrenje, a uspeSnim se pokazao 1 u terapiji
upala koze i sluznica (Janc€i¢ i saradnici, 1995). Izuzetna lekovitost rtanjskog caja je bio
osnovni razlog da se ispita moguc¢nost kultivacije ¢ajne gljive na zasladenom rtanjskom
¢aju (Cvetkovi¢, 2003), a rezultati su pokazali da se za isto vreme kultivacije dobija
napitak vece titrabilne kiselosti u poredenju sa tradicionalnim postupkom.

2.2.1. Uslovi za kultivaciju ¢ajne gljive

Biotransformacija zasladenog c¢aja ¢ajnom gljivom se izvodi pod staticnim
uslovima, najces¢e u staklenim ili porcelanskim sudovima sa §irokim otvorom, kako bi se
obezbedilo dovoljno vazdunog kiseonika. Temperatura kultivacije je od 25-30°C, a vreme
trajanja procesa od 7-14 dana u zavisnosti od radne kulture i konkretnih uslova inkubacije
(Reiss, 1994; Guttapadu i sar., 2000; Petrovi¢, 2001). Kulturu bi tokom inkubacije trabalo
zastititi od direktne izloZenosti suncevoj svetlosti zbog negativnog uticaja UV zraka
(Frank, 1995).

Za inokulaciju zasladenog caja koristi se ili celulozna pelikula nastala tokom
procesa fermentacije (u njoj su inkorporirane fizioloski aktivne Celije kvasaca i1 bakterija
sir¢etnog vrenja), ili fermentisana tecnost (maja) iz prethodne kultivacije koja se obi¢no
dodaje u koli¢ini od 10% (v/v). Poznato je da inicijalni dodatak male koli¢ina etanola
stimulativno deluje na proces i produkciju siréetne kiseline od strane bakterija sir¢etnog
vrenja (Stojanovi¢ 1 Jankovi¢, 1996), Sto je od posebne vaznosti na pocetku procesa zbog
nepovoljnijih uslova sredine.

Otvori sudova za kultivaciju Cajne gljive se prekrivaju gazom da bi se sprecila
mikrobioloska kontaminacija podloge, odnosno prodiranje siréetne musice. Preporuka je
da se za kultivaciju ¢ajne gljive ne koriste plastiéni i metalni sudovi zbog moguce
interakcije sa kiselinama nastalim fizioloSkom aktivno$¢u mikroorganizama. Zbog
kiselosti i prisustva siréetne kiseline u fermentisanoj te¢nosti (efektom samokonzerviranja)
smanjen je rizik od kontaminacije mikroorganizmima iz ekoloskog okruzenja, zbog cega
se kombuha moze proizvoditi i u kuénim uslovima bez vecéih opasnosti po zdravlje
konzumenata.
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2.2.2. Kontaminanti radne kulture tokom kultivacije

Potencijalna opasnost tokom kultivacije ¢ajne gljive je moguénost kontaminacije
patogenim mikroorganizmima iz okruzenja, ¢emu je posebno izlozena kultura kultivisana
u kuénim uslovima. Cinjenica je da se kombuha ne priprema u aseptiénim uslovima i da se
¢ajna gljiva prenosi iz jednog domacinstva u drugo, S$to objektivno povecava rizik od
kontaminacije radne kulture i napitka. Potencijalni kontaminanti kombuhe su plesni (od
posebnog znacaja su mikotoksigene plesni rodova Penicillium 1 Aspergillus), patogene
bakterije (npr. bakterije fekalnog porekla) i kvasci. Mayser i saradnici (1995) su
analiziraju¢i viSe od trideset uzoraka kombuhe koji su pripremljeni u kuénim uslovima
zabelezili nizak nivo kontaminacije; samo su iz tri uzorka izolovali strane mikroorganizme
— 1z jednog je izolovana plesan Penicillium sp., a iz dva patogeni kvasac Candida albicans.
Roussin (1996) u devet stotina uzoraka kombuhe sa teritorije Severne Amerike nije
registrovao prisustvo kvasca Candida albicans, a u samo nekoliko uzoraka je identifikovao
plesni Aspergillus niger, Penicillium notatum i Mucor sp..

Odsustvo neZeljenih mikrorganizama u napitku se moze pripih prisustvu siréetne
kiseline (i drugih antimikrobnih supstanci) koja deluje konzerviraju¢e na fermentisanu
te¢nost smanjujuci rizik od kontaminacije mikroorganizmima iz okruzenja. Zadovoljenjem
minimalnih higijenskih uslova tokom kultivacije ¢ajne gljive, moguénost kontaminacije
toksigenim 1 patogenim mikroorganizmima se gotovo u potpunosti otklanja i obezbeduje
dobijanje zdravstveno bezbednog proizvoda.

2.3. Hemijski sastav kombuha napitka

Glavne hemijske komponente fermentisane te¢nosti, odnosno kombuha napitka su
supstance nastale metabolickom aktivno$¢u mikroorganizama c¢ajne gljive - siréetna
kiselina, glukonska kisela i etanol (Roussin, 1996). Sir¢etna kiselina je dominantna
organska kiselina u fermentisanoj tecnosti koja nastaje enzimskom oksidacijom etanola
tokom fizioloSke aktivnosti bakterija sirCetnog vrenja. Sadrzaj siréetne kiseline se
kontinuirano povecava tokom kultivacije ¢ajne gljive - u istrazivanju Sievers i saradnika
(1995) sadrzaj sir¢etne kiseline u fermentisanoj podlozi je nakon deset dana dostigao
vrednost od 2,1 g/L, nakon dvadeset dana 5,8 g/L, nakon trideset 13,1 g/L, a na kraju
procesa posle Cetrdeset dana inkubacije 28,4 g/L. Glukonska kiselina je po zastupljenosti
druga organska kiselina u kombuhi koja nastaje oksidacijom glukoze na ¢elijskoj
membrani bakterija siréetnog vrenja. Medutim, moguce je da u produzenoj (visenedeljnoj)
kultivaciji sadrzaj glukonske kiseline u fermentisanoj tec¢nosti bude i veé¢i od koli€ine
sircetne kiseline (Sievers 1 sar., 1995; Roussin, 1999; Sreeramulu i sar., 2000). Sinteza
sir¢etne kiseline je ograni¢ena usled smanjene fermentativne aktivnosti kvasaca i manje
koli¢ine etanola koji nastaje tokom duzeg trajanja fermentacije. U napitku se u manjoj
koli¢ini nalaze 1 organske kiseline iz Krebsovog cikusa - mlec¢na, vinska, ¢ilibarna,
jabucna, limunska i oksalna (Reiss, 1987).

Prisustvo glukuronske kiseline u kombubhi je jedna od glavnih kontraverznih tema u
vezi sa ovim napitkom imaju¢i u vidu da je ona efikasan detoksikacioni agens. Blanc
(1996) je HPLC metodom u fermentisanoj te¢nosti tokom dvadesetpetodnevne kultivacije
detektovao glukuronsku kiselinu u koli¢ini manjoj od 10 mg/L, dok su Loncar i saradnici
(2000) tokom kultivacije najvecu koli¢inu glukuronske kiseline od 0,0175 mmol/L
registrovali (spektrofotometrijskom metodom) nakon sedam dana fermentacije. Roussin
(1996) upozorava na mogucénost pogreSne identifikacije glukonske kiseline kao
glukuronske s obzirom na veliku slicnost u hemijskoj strukturi ovih jedinjenja i poklapanje
njihovih retencionih vremena prilikom hromatografskog odredivanja.
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Jayabalan i saradnici (2007) su HPLC metodom utvrdili prisustvo D-glukuronske
kiseline 1 u samoj podlozi za kultivaciju cajne gljive (na pocetku procesa nakon
inokulacije) u koli¢ini od 0,94 g/L. Nakon osamnaest dana sadrzaj ove kiseline u
fermentisanom medijumu je dostigao vrednost od 1,73 g/L. Autori medutim ne
objasnjavaju prisustvo kiseline u samoj podlozi; ona moze da poti¢e od inokuluma, tj.
fermentisane tecnosti iz prethodne kultivacije koji je u koli€¢ini od 10% dodata podlozi.
Medutim, u tom slucaju bi koli¢ina glukuronske kiseline trebala da odgovara jednoj
desetini koli¢ine prisutne u gotovom napitku (ili fermentisanoj te¢nosti). U tom smislu je
tesko objasniti kako u podlozi nakon inokulacije nije pored glukuronske identifikovana i
sirCetna kiselina koja je glavni metabolit ¢ajne gljive i dominantno organsko jedinjenje u
napitku.

Koli¢ina ugljenih hidrata koja zaostaje u napitku po zavrSetku fermentacije je
razliita, a odredena je pocetnim sadrzajem saharoze u podlozi za kultivaciju, duzinom
trajanja fermentacije 1 karakteristikama radne kulture. Sievers i saradnici (1995) su u
fermentisanoj te¢nosti nakon desetodnevne kultivacije podloge u kojoj je pocetna
koncentracija saharoze bila 70 g/L detektovali 18,2 g/L saharoze, 28,8 g/L glukoze 1 16,4
g/ fruktoze. Cvetkovi¢ (2003) je odredivanjem sadrzaja ugljenih hidrata tokom
biotransformacije podloge sa crnim ¢ajem lokalnom ¢ajnom gljivom utvrdio da u gotovom
napitku dobijenom nakon pet dana kultivacije zaostaje koli¢ina glukoze od 29 g/L,
fruktoze od 22 g/L 1 saharoze od 0,29 g/L. Ovi rezultati su pokazali da upotrebljena radna
kultura poseduje izrazitu invertaznu aktivnost jer se za dva dana kultivacije polovina
pocetnog sadrzaja saharoze transformiSe u glukozu i fruktozu, $to omogucéuje dobijanje
kombuha napitka zeljenih senzornih svojstava za krace vreme.

Celije kvasaca tokom metabolizma sposobne su da sintetiu veéi broj bioloski
vrednih jedinjenja, pre svih vitamine B grupe: tiamin (B;), riboflavin (B,), niacin (B3),
pantotensku kiselinu (Bs), piridoksin (Bg), p-aminobenzoevu kiselinu, vitamin B, folnu
kiselinu, nikotinsku kiselinu, biotin, inozitol i dr. (Pyke, 1958; Petrovi¢, 2001). Bauer-
Petrovska i Petrusevska-Tozi (2000) su u kombuhi odredili kvantitativni sadrzaj vitamina
B (0,74 mg/mL), B¢ (0,52 mg/mL), By, (0,84 mg/mL) i vitamina C (1,51 mg/mL). Isti
autori su odredivali 1 sadrzaj mineralnih elemenata od kojih su neki bitni za normalno
funkcionisanje fizioloskih procesa u organizmu, a neki toksi¢ni: Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, Pb,
Co, Cr 1 Cd. Dobijene vrednosti su bile u granicama od 0,462 ug/mL za Mn do 0,001
ug/mL za Cr, pri ¢emu u kombuha napitku nije detektovan Cd. IstraZivanje Petrovi¢ i
saradnika (1995) je pokazalo da tokom fermentacije dolazi do usvajanja Cu i Zn tokom
kultivacije cajne gljive tako da se pocetna koli¢ina Cu (428,9 ug/L) nakon tri dana
smanjuje za oko 70%, a nakon 14 dana za preko 85%; koli¢ina Zn se naglo smanjuje
tokom sedam dana (sa 146,5 na 88,3 ug/L) nakon kojih ostaje gotovo nepromenjena.

Vitamin C nastaje metabolickom aktivnoSéu bakterija siréetnog vrenja iz
ketoglukonskih kiselina kao prekursora. Sintetisana koli¢ina vitamina C u velikoj meri
zavisi od izvora ugljenika u podlozi za kultivaciju ¢ajne gljive 1 saharoza u odnosu na
glukozu 1 fruktozu stimulativno deluje na sintezu vitamina C (Petrovi¢ i1 sar., 1995).
Petrovi¢ 1 saradnici (1995) i Malbasa (2004) su za razliku od Bauer-Petrovske i
Petrusevske-Tozi (2000) u napitku utvrdili prisustvo znatno vece koli¢ine vitamina C;
Petrovi¢ i saradnici (1995) su nakon sedam dana kultivacije u biotransformisanoj te¢nosti
sa saharozom detektovali koli¢inu vitamina C od 0,76 mg/100mL, a MalbaSa (2004) 27,86
mg/L nakon deset dana fermentacije. Razlike u koli¢inama vitamina C objaSnjavaju
primenom razli¢itih metoda odredivanja.

Sadrzaj etanola u fermentisanoj tecnosti tokom kultivacije ¢ajne gljive prema
vecini autora ne prelazi koncentraciju od 10 g/L. Sievers 1 saradnici (1995) su u podlozi sa
pocetnom koli¢inom saharoze od 70 g/L nakon deset dana kultivacije registrovali koli¢inu
etanola od 3,6 g/L, a nakon trideset dana 7 g/L. Reiss (1994) je ispitujuci uticaje razli¢itih
ugljenih hidrata (saharoze, laktoze, glukoze i fruktoze) na metabolizam cCajne gljive
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ustanovio da koli¢ina produkovanog etanola zavisi od upotrebljenog izvora ugljenika i
njegove koli¢ine u podlozi za kultivaciju. Najveca koli¢ina etanola dobijena je u podlozi sa
50 g/L saharoze nakon deset dana fermentacije - 6,3 g/L. I dok je u podlozi sa 50 g/L
glukoze nakon deset dana dobijena koli¢ina etanola od svega 0,08 g/L, dotle je u podlozi
sa istim sadrzajem fruktoze koncentracija alkohola relativno visoka - 5,81 g/L. U podlozi
sa laktozom najveca koncentracija etanola od 0,4 g/L je postignuta nakon Sestodnevne
biotransformacije podloge sa 70 g/L laktoze (Reiss, 1994). Veée koli¢ine ugljenih hidrata
u podlozi za kultivaciju i duza kultivacija ne vode daljem porastu koncentracije ovog
alkohola jer se usled smanjenja fermentativne aktivnosti kvasaca, kao posledice porasta
kiselosti podloge, produkuje manja koli¢ina etanola. S druge strane se tokom kultivacije
odvija stalna enzimska oksidacija etanola u sir¢etnu kiselinu, zbog ¢ega dolazi do pada
koli¢ine etanola u podlozi tokom fermentacije.

Koli¢ina glicerola nakon Sest dana kultivacije ¢ajne gljive dostize vrednost nesto
vecu od 1 g/L (Liu i sar., 1996). Do sinteze glicerola dolazi redukcijom dihidriksilacetona
nastalog tokom glikolize preko glicerol-3-fosfata uz oksidaciju NADH u NAD'
(Fugelsang i Edwards, 2007). Ova reakcija je posebno vazna pod fermentativnim uslovima
kada postoji nedostatak NAD" u éeliji. Glicerol prisutan u kombuhi ne uti¢e znacajnije na
aromu napitka, ali doprinosi njegovoj viskoznosti (Liu i sar., 1996).

Uporedujudi razlicite literaturne podatke (Jankovi¢ i Stojanovi¢, 1994; Reiss, 1994;
Sievers i sar., 1995; Blanc, 1996; Petrovi¢ 1 Loncar, 1996; Roussin, 1996) izvesno je da ne
postoji konzistentnost hemijskog sastava kombuha napitaka. Glavni razlozi za ovo su
razlike u primenjenim kombuha kulturama (njihova autenti¢nost), nepostojanje
standardnih uslova za kultivaciju ¢ajne gljive, niti definisane metodologije za odredivanje
glavnih sastojaka napitka. Ovo treba imati na umu kada se razmislja o upotrebi kombuhe u
medicinske svrhe, ili o kombuhi kao funkcionalnoj hrani, jer tada definisanje i deklarisanje
mikrobioloskog i hemijskog sastav napitka postaje imperativ.

2.4. Terapeutski efekti kombuha napitka

Terapeutski efekti kombuha napitka su pre svega zasnovani na personalnim
opservacijama, iskustvu i svedocanstvima njenih konzumenata. Medutim, u poslednjih
pedesetak godina uradeno je nekoliko istrazivanja sa ciljem da se farmakoloski efekti
kombuhe i nau¢no potvrde. Prva naucna istrazivanja lekovitih svojstava kombuhe uradena
su u Rusiji poc¢etkom proslog veka po kojima napitak pomaze kod glavobolja, gastri¢nih
oboljenja 1 regulisanja intestinalne aktivnosti (Allen, 1998). Izmedu 1925. 1 1950. godine
nekoliko medicinskih studija je potvrdilo antibiotska svojstva kombuhe, njenu sposobnost
regulacije gastro-intestinalne i glandularne aktivnosti, olakSavanja tegoba osobama
obolelim od artritisa i hemoroida, kao i pozitivno delovanje na nivo holesterola u krvi i
arteriosklerozu. Neke od studija su potvrdile i detoksikaciona svojstva kombuhe, njeno
blagotvorno delovanje na nervni sistem i usporavanje procesa starenja (Allen, 1998).

Centar za onkoloska istrazivanja iz Moskve i Ruska akademija nauka su 1951.
godine objavili rezultate obimnog istrazivanja koji potvrduju da dnevno konzumiranje
kombuhe obezbeduje visoku rezistenciju na kancer, Sto je posledica detoksikacije
organizma 1 jaCanja imunoloSkog sistema. Ovi rezultati su potvrdeni istraZivanjima
sprovedenim u Svajcarskoj, Nemackoj i Holandiji (Allen, 1998).

Istrazivanja tokom 60-tih godina proslog veka su potvrdila antikancerogeno
delovanje kombuhe kao posledice stimulacije produkcije interferona, proteina koga
stvaraju Celije imunosistema, a koji deluju na viruse, parazite i kancerogene Ccelije
(Dufresne i1 Farnworth, 2000). Hartmann 1 saradnici (2000) su objavili rezultate
istrazivanja tokom koga je eksperimentalnoj grupi miSeva redovno davana kombuha i koji
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su pokazali znacajno poboljSanje zdravstvenog stanja i produzenje Zzivotnog veka
eksperimentalnih zivotinja koje su redovno dobijale kombuhu kao dodatak ishrani.

Vecina terapeutskih efekata kombuhe se objaSnjava antioksidativnom aktivnoscu i
organskim kiselinama prisutnim u napitku - pre svih glukuronskom kiselinom.
Glukuronska kiselina je poznati detoksikacioni agens jer je sposobna da veZe molekule
toksina i da obezbedi njihovu ekskreciju iz organizma. S druge strane, bolesti kao §to su
kostobolja, reumatizam, artritis i kamen u bubregu upravo nastaju kao posledica
akumulacije toksina u organizmu (Dufresne i Farnworth, 2000). Medutim, jo§ uvek ne
postoje jasni dokazi o prisustvu glukuronske kiseline u kombuhi. Neki autori smatraju da
je supstanca koja je u kombuhi identifikovana kao glukuronska kiselina zapravo 2-
ketoglukonska kiselina (Roussin, 1999) i da je hromatografskim tehnikama tesko razdvojiti
ova jedinjenja. Nesporno je da se u urinu osoba koje konzumiraju kombuhu nalazi visok
nivo glukuronida, koji jedni objaSnjavaju prisustvom glukuronske kiseline, a drugi 1,4-
saharolaktonom, jedinjenjem koje je pronadeno u kombuhi i koje deluje kao inhibitor -
glukuronidaze (Slika 8) (Roussin, 1999).

Hoffmann (1996) je izneo miSljenje da glukuronska kiselina nije direktno
odgovorna za proces detoksikacije organizma, ve¢ da je to UDP-glukuronska kiselina, koja
se uz druge intermedijerne metabolite transportuje kroz celijski zid u spoljasnjost. UDP-
glukuronska kiselina, kao aktivni oblik glukuronske kiseline, nije naden u kombuhi, ali
nekoliko intermedijera metabolickog puta glukuronske kiseline - glukarna kiselina,
askorbinska kiselina i saharolakton (glukarolakton) jesu. Ovo potvrduje da postoji
znacajna aktivnost ciklusa glukuronske kiseline tokom kultivacije ¢ajne gljive (Slika 8).

Sudec¢i po nekim istraZivanjima i siréetna kiselina je sposobna da konjuguje toksine
obezbeduju¢i njihovu eliminaciju iz organizma (Hoffmann, 1998). Ovo potkrepljuje
stavove nekih istrazivac¢a po kojima je sirCetna kiselina, a ne glukuronska odgovorna za
detoksikaciona svojstva kombuhe.

Vitamini B grupe imaju viSestruko blagotvorno dejstvo na organizam i njihovim
prisustvom u kombuhi se mogu objasniti neki od terapeutskih efekata napitka. Poznato je
da vitamini B jacaju nervni i imunoloski sistem, pomazu rastu ¢elija (efektom na crvena
krvna zrnca preventivno sprecavaju anemiju), smanjuju rizik od raka pankreasa, pomazu
kod stresa i depresije, kardiovaskularnih bolesti (Roche, 1998; http://en.wiki-
pedia.org/wiki/Bvitamins).

I pored Cinjenice da se mlecna kiselina u napitku nalazi u relativno malim
koli¢inama (Reiss (1994) je maksimalnu koli¢inu od 0,9 g/L zabelezio nakon 6 dana
fermentacije podloge sa 50 g/L saharoze), njeno prisustvo je od velike vaznosti za
terapeutske efekte kombuhe. Kod pacijenata obolelih od kancera primecen je nedostatak
L-mlecne kiseline u vezivnom tkivu i vrednost pH krvi ve¢a od 7,56 (Roche, 1998).
Nedostatak L-mle¢ne kiseline u tkivima otezava respiraciju ¢elija Sto rezultira stvaranjem
racemske smese L- 1 D-mle¢ne kiseline 1 uslovima za razvoj malignih ¢elija (Frank, 1995).
Zato neki od istrazivaca potencijalno antikancerogeno dejstvo kombuhe objaSnjavaju
sposobnos¢u napitka da koriguje vrednost pH krvi i kompenzuje nedostatak mlecne
kiseline u organizmu (Roche, 1998).
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Slika 8. Ciklus glukuronske kiseline

2.4.1. Antimikrobno delovanje kombuha napitka

Nekoliko istrazivanja je provedeno kako bi se in vitro utvrdila antimikrobna
aktivnost kombuhe i njeni nosioci. Stenkraus i saradnici (1996) su dokazali antimikrobnu
aktivnost kombuhe od crnog Caja sa sadrzajem siréetne kiseline od 10,5 g/L na
Helicobacter pylori, Escherichia coli, Staphylococcus aureus 1 Agrobacterium
tumefaciens. S obzirom na nizak sadrZaj tanina u uzorcima kombuhe i na to da kombuha
nakon neutralisanja nije pokazivala bilo kakvu antimikrobnu aktivnost zakljuc¢eno je da je
sir¢etna kiselina nosilac antimikrobne aktivnosti napitka.

Greenwalt 1 saradnici (1998) su utvrdili antimikrobni efekat kombuhe sa
koncentracijom siréetne kiseline od 7 g/L na: A. tumefaciens, Bacillus cereus, Salmonella
choleraesuis serotip typhimurium, S. aureus 1 E. coli, dok je aktivnost na patogeni kvasac
Candida albicans izostala. Zapazili su da se inhibitorni efekat kombuhe povecava sa
porastom koncentracije ¢aja u podlozi za kultivaciju. Takode su utvrdili da c¢aj u
konzumnoj koncentraciji nema bilo kakvu antimikrobnu aktivnost; nefermentisani crni ¢aj
je pri minimalnoj koncentraciji ¢aja od 35 g/L inhibirao rast samo S. aureus., dok u
koncentraciji od ¢ak 70 g/L nije ispoljio aktivnost na E. coli, S. choleraesuis, B. cereus, C.
albicans 1 A. tumefaciens. Kombuhe od crnog i zelenog Caja su pokazale identi¢nu
antimikrobnu aktivnost 1 pored ocekivanja da ¢e zeleni €aj zbog veceg sadrzaja katehina
doprineti izraZenijoj aktivnosti napitka. Antimikrobno delovanje kombuhe se
neutralizacijom gubilo zbog Cega su aktivnost napitka prema test mikroorganizmima
pripisali organskim kiselinama (pre svih siréetnoj).

Poznato je da organske kiseline (siréetna, benzoeva, sorbinska, sulfitna) imaju
odredeni antimikrobni efekat S$to je u praksi iskoriS¢eno za konzervisanje razlicitih
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prehrambenih proizvoda. U vodenim rastvorima slabe kiseline formiraju dinamicku
ravnotezu izmedu nedisosovanog molekula i jona. Klasi¢nom teorijom se konzervirajuce
delovanje slabih kiselina objasnjava time da nedisosovani deo molekula kiseline, za razliku
od anjona koji nemaju afinitet prema lipidima, prodire u ¢eliju difuzijom kroz ¢elijsku
membranu. Molekul kiseline u ¢elijskoj citoplazmi, koja je priblizno neutralnog pH,
disocijacijom oslobada protone Sto izaziva acidifikaciju citoplazme i inhibiciju ¢elijskog
rasta (Steels 1 sar., 2002).

Sreeramulu 1 saradnici (2000) su obavili najopseZnije ispitivanje antimikrobne
aktivnosti kombuhe od crnog caja (sadrzaj siréetne kiseline od 8,5 g/L), ispitujuci
istovremeno 1 uticaj nefermentisanog ¢aja i sircetne kiseline kao kontrolnih uzoraka, kao 1
uticaj korekcije vrednosti pH napitka (korekcija na pH=7,00) na njegovu antimikrobnu
aktivnost. Uz to su uzorci kombuhe i termicki tretirani kako bi se utvrdilo da li su
termostabilne supstance proteinske prirode nosioci antimikrobne aktivnosti. Uzorci
nefermentisanog Caja jedva da su pokazali bilo kakvo antimikrobno dajstvo na test
mikroorganizme (izuzetak je bio Campylobacter jejuni). Odgovarajuéi rastvor siréetne
kiseline je pokazao gotovo isti inhibitorni efekat kao i kombuha na deset od cetrnaest
sojeva bakterija (Enterobacter cloaceae, Pseudomonas aeruginosa, B. cereus, H. pylori,
Listeria monocytogenes, S. aureus, Aeromonas hydrophilia, Yersinia enterolitica, C. jejuni,
Staphylococcus epidermis); u preostala Cetiri slucaja (E. coli, Salmonella enteritidis, S.
typhimurium 1 Shigella sonnei) kombuha je pokazala snaZniji antimikrobni efekat na koji
nije uticala korekcija vrednosti pH, odnosno termicki tretman. Kombuha je za razliku od
sir¢etne kiseline inhibirala 1 rast patogenog kvasca C. albicans. Rezultati su upucivali na
zakljucak da nosioci antimikrobne aktivnosti kombuha napitka nisu supstance proteinske
prirode, ali i na to da pored siretne kiseline u napitku postoje i1 druge aktivne komponente.

Teoh i saradnici (2004) navode da je Tietze (1995) u svom radu kao jednog od
nosilaca antibakterijske aktivnosti kombuhe oznacio i usninsku kiselinu. Ova kiselina je
poznat antivirusni, antiprotozoalni i antibakterijski agens, a najzastupljenija je u liSajevima
(u kojima njen sadrzaj moZe dosti¢i 1 6%) da bi tek od skoro i u gljivama bile
identifikovane komponente sli¢ne usninskoj kiselini (Ing6lfsdottir, 2002).

Antimikrobna svojstva kombuhe zavise od nekoliko faktora; dokazano je da se
inhibitorni efekat kombuhe povecava sa porastom koncentracije Caja u podlozi za
kultivaciju (Greenwalt 1 sar., 1998); smanjenje dodirne povrSine podloge i vazduha
doprinosi smanjenju antimikrobne aktivnosti napitka, a isti efekat imaju pojac¢ana aeracija i
mesanje podloge tokom kultivacije ¢ajne gljive (Stojanovi¢ i Jankovi¢, 1996). Cini se da je
od znacaja za antimikrobnu aktivnost kombuhe i ugljeni hidrat upotrebljen u podlozi za
kultivaciju kao izvor ugljenika. Tako se kombuha snaznijeg antimikrobnog dejstva dobija
na podlogama sa saharozom i glukozom nego u sredinama sa istim sadrzajem fruktoze
(Jankovi¢, 1995).

2.4.2. Antioksidativno delovanje kombuha napitka

Nacin ishrane i sastojci hrane igraju vaznu ulogu u razvoju hroni¢nih oboljenja
zbog Cega zdravstvene organizacije u poslednje vreme veliku paznju posvecuju ovoj
problematici. Kardiovaskularna i1 kancerogena oboljenja su dovedena u vezu sa
postojanjem reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i oksidativnim oSteéenjima biomolekula (tj. sa
postojanjem oksidativnog stresa) (Wiseman i sar., 1997). Humana celija je konstantno
izlozena reaktivnim kiseoni¢nim vrstama (superoksid anjon, hidriksill i peroksil radikali i
vodonik peroksid) koje uglavnom nastaju iz endogenih izvora kao S$to su lanac prenosa
elektrona, peroksizomi i citohrom P-450 sistem. Ostale rektivne kiseoni¢ne vrste i
slobodni radikali nastaju kao odgovor imunosistema (npr. makrofaga), ili kao rezultat
spoljasnjih faktora (pusenja, vazdusSnog zagadenja, uticaja UV zracenja). Hroni¢no
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izlaganje reaktivnim kiseoni¢nim vrstama moze izazvati oSte¢enja DNA, membranskih
lipida, lipoproteina, kao i funkcionalnih i strukturnih proteina ¢elija.

Ljudski organizam ima odbrambene mehanizme koji treba da sprece potencijalna
oSteCenja izazvana slobodnim radikalima. Intracelularni enzimi koji su sposobni da
neutraliSu reaktivne kiseoni¢ne vrste predstavljavu prvu liniju odbrane. Primarna reakcija u
tom smislu je dizmutacija superoksid anjon radikala u vodonik peroksid i kiseonik
enzimom superoksid dizmutazom, koju prati i uklanjanje vodonik peroksida u prisustvu
glutation peroksidaze (Canadanovi¢-Brunet, 1997). Pored endogenih enzimskih sistema
koji nisu u potpunosti efikasni u prevenciji oksidativnih oSteéenja, kao hvataci
(,,skevindzeri®) slobodnih radikala deluju 1 razli¢ita jedinjenja (endogene i egzogene
prirode), predstavljaju¢i tako drugu liniju odbrane organizma (vitamin E, vitamin C,
karotenoidi, flavonoidi, selen i dr.) (Wiseman i sar., 1997).

Antioksidativna aktivnost ¢aja: Caj (vodeni ekstrakt listova biljke Camellia
sinensis L.) sa procenjenom dnevnom potro$njom od 18-20 milijardi Solja je drugi najcesce
konzumirani napitak na svetu. U zavisnosti od procesa dobijanja postoje tri glavna tipa
¢aja: nefermentisani zeleni ¢aj (proizveden suSenjem i oparivanjem svezeg liS¢a bez
fermentacije pri cemu para inhibira aktivnost enzima polifenol oksidaze i autooksidacija
lis¢a); semifermentisani oolong ¢aj (svezi listovi su delimi¢no fermentisani pre susenja);
fermentisani crni ¢aj 1 crveni (pu-erh) Cajevi (potpuna fermentacija listova pre susSenja
delovanjem prirodne mikroflore u kojoj Aspergillus niger igra znacajnu ulogu) (Cabrera i
sar., 2003). Termin fermentacija listova ¢aja treba shvatiti uslovno jer to nije fermentacija
u pravom smislu, poput alkoholne fermentacije koja je rezultat fizioloSke aktivnosti
kvasaca, ve¢ je u pitanju oksidativni proces tokom suSenja listova katalizovan enzimima
prisutnim u ¢aju. U ukupnoj svetskoj proizvodnje ¢aja crni ¢aj ucestvuje sa 76-78%, zeleni
sa 20-22%, a manje od 2% otpada na oolong ¢aj (Cabrera 1 sar., 2003).

Glavni aktivni sastojci listova zelenog ¢aja su katehini - epikatehin (EC), epikatehin
galat (ECG), epigalokatehin (EGC) 1 epigalokatehin galat (EGCG) (Slika 9). Tokom
proizvodnje crnog caja, zbog intezivne enzimske oksidacije katehina listova, nastaju
jedinjenja od kojih potice karakteristicna boja i ukus crnog caja - teaflavini (TF) i
tearubigini (TR). Glavni teaflavini u crnom c¢aju su teflavin (TF1), teaflavin-3-galat
(TF2A), teaflavin-3'-galat (TF2B) i teaflavin-3,3'-digalat (TF3) (Su i sar., 2003).

H
OH
HO. Ry
OR;
H
OH

EGC - Epigalokatehin R;=OH R,=H TF, — Teaflavin-1 R;= R,=H
EC - Epikatehin R;=H R,=H TF,A— Teaflavin-3-galat-A R;=galoil R,=H
EGCG - Epigalokatehin galat R,=OH R,=galoil TF,B- Teaflavin-3'-galat-B R;= H R,= galoil
ECG — Epikatehin galat R;=H R,=galoil TF;— Teaflavin-3,3'-digalat-B R{=R,= galoil

Slika 9. Struktura katehina i teaflavina zelenog ¢aja

Dokazano je da su katehini i flavonoli ¢aja veoma efikasni antioksidanti u prisustvu
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i1 slobodnih radikala, koji svoju aktivnost ispoljavaju i u
vodenim 1 u lopofilnim sredinama (Wiseman 1 sar., 1997; Mukhtar i Ahmad, 1999;
Dufresne i Farnworth, 2000). Slobodne elektrone stabilizuju razli¢itim mehanizmima koji
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ukljucuju delokalizaciju elektrona i formiranje intramolekularnih vodoni¢nih veza
(Jovanovi¢ 1 sar., 1994). Katehini ¢aja su mnogo moc¢niji antioksidanti u poredenju sa
drugim fenolima biljaka. Eksperimenti su pokazali da je EGCG dvadeset puta aktivniji
nego vitamin C, trideset puta nego vitamin E 1 2-4 puta nego BHA ili BHT (Dufresne 1
Farnworth, 2000). Cao i saradnici (1996) su pokazali da zeleni i crni ¢aj imaju znatno visu
antioksidativnu aktivnost prema peroksil radikalima u odnosu na povrée. Pod odredenim
uslovima katehini mogu delovati kao inhibitori lipidne peroksidacije u mozdanom tkivu i
to oko dvesto puta aktivnije u odnosu na a-tokoferole (Dufresne i Farnworth, 2000).
Takode, flavonoidi su sposobni da grade helate sa slobodnim jonima bakra i gvozda i na taj
nacin ih stabilizuju (Miller 1 sar., 1996). Ova sposobnost flavonoida je znaajna jer
navedeni joni katalizuju formiranje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, zbog Cega se i koriste za
generisanje stabilnih slobodnih radikala u model sistemima.

Istrazivanja su pokazala da su katehini zelenog ¢aja veoma nestabilni u alkalnim
rastvorima u kojima se razgraduju za nekoliko min., dok su u kiselim rastvorima mnogo
stabilniji (Zhu i sar., 1997). Su i saradnici (2003) su utvrdili da stabilnost EGCG i EGC
mnogo viSe zavisi od vrednosti pH rastvora u odnosu na EC 1 ECG.

Tokom kombuha fermentacije i transformacije zasladenog ¢aja dolazi do promena
u sadrZaju katehina u medijumu za kultivaciju. Jayabalan 1 saradnici (2007) su izucavali
promene epikatehin izomera (EGCG, EGC, ECG i EC), teaflavina i tearubina i utvrdili da
Cetiri epikatehinska izomera pokazuju razli¢itu stabilnost tokom fermentacije i da se svi
manje ili vise razgrade tokom prvih devet dana. Najveci pad za priblizno 50% u odnosu na
pocetni sadrZaj je zabeleZzen za EC 1 ECG. Medutim, nakon devet dana isti autori utvrdili
su znacajan porast koli¢ine EGC i EC u fermentisanoj te¢nosti, tako da je njihova
koncentracija nakon dvanaestog dana fermentacije veca od inicijalne, $to nije slucaj sa
EGCG i ECG. Degradacija EGCG tokom fermentacije je u slu¢aju kombuhe od zelenog
¢aja 18%, a u slu€aju kombuhe od crnog caja cak 30%. S druge strane, tokom kultivacije
¢ajne gljive stepen degradacije ECG u odnosu na pocetnu vrednost, je oko 23% (za zeleni
¢aj), odnosno 48% (crni €aj). Pretpostavka je da se tokom kombuha fermentacije deo
EGCG 1 ECG konvertuje u odgovarajuce katehine - EGC i EC. Medutim, u istrazivanju
Zhu 1 saradnika (1997) nije zabelezena konverzija EGCG u EGC kada se hemijski Cist
EGCG inkubira u alkalnom ili kiselom rastvoru.

Porast koncentracije EGC 1 EC tokom kombuha fermentacije se moze objasniti
biotransformacijom EGCG u EGC i1 ECG u EC, usled delovanja enzima Cajne gljive.
Naime, poznato je da je kvasac Candida tropicalis odgovoran za degradaciju polifenola u
otpadnim vodama indukcijom peroksizomalnih enzima, kao §to je katalaza (Ettayebi i sar.,
2003). Takode, intestinalne bakterijske vrste rodova Clostridium, Bacteroides 1
Eubacterium su sposobne da razgrade polifenolne materije poreklom iz hrane, pri ¢emu
cepanjem ugljenicnog prstena flavonoida nastaju fenolne kiseline (Rechner i sar., 2004).

Antioksidativna aktivnost kombuhe: Allen (1998) je zdravstvene efekte kombuhe
kao $to su olakSavanje tegoba, kod inflamatornih procesa i artritisa, prevencija kancera 1
jaCanje imunoloskog sistema, doveo u vezu sa njenom antioksidativnom aktivnosti. O
antioksidativnoj aktivnosti kombuhe, aktivnim nosiocima 1 mehanizmima njenog
delovanja, u literaturi postoji mali broj podataka. Pretpostavlja se da antoksidativna
aktivnost napitka poti¢e delom od supstanci koje su ekstrahovane iz ¢aja, ali i da metaboliti
Cajne gljive nastali tokom fermentacije, daju svoj doprinos. Spektrofotometrijskim
odredivanjem DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala u model sistemu, Chu i Chen
(2006) su ispitali vezu izmedu procesa fermentacije i antioksidativne aktivnosti kombuhe.
Kontrolni uzorak tokom ispitivanja bio je dekokt ¢aja odgovarajuce koncentracije. Ispitani
uzorci kombuhe su pokazali povecan "scavenging" efekat u odnosu na kontrolni uzorak
tokom petnaest dana fermentacije. Kod dcetiri, od ukupno osam uzoraka kombuhe
registrovan je porast antioksidativne aktivnosti za oko 1,7 puta, dok je kod preostalih
uzoraka taj porast bio neSto manji. Razli¢iti uzorci kombuhe su pokazali razli¢itu
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sposobnost neutralisanja slobodnih radikala Sto je posledica razli¢itog porekla radnih
kultura. Tokom istog istrazivanja kombuha je pokazala vecéu sposobnost inhibicije
peroksidacije linoleinske kiseline u odnosu na odgovarajuc¢i dekokt crnog ¢aja.

Chu 1 Chen (2006) su zakljucili da povecan antoksidativni kapacitet ispitanih
kombuha napitaka, u odnosu na crni ¢aj, nije u vezi sa njenom sposobnoscu heliranja jona
gvozda. Kako je tokom fermentacije zabelezi porast ukupnih polifenola u fermentisanoj
teCnosti, autori su zakljucili da enzimi Cajne gljive oslobodeni u medijumu, uzrokuju
biodegradaciju teaflavina i stvaraju potencijalno antioksidativne molekule. Antioksidativna
aktivnost kombuhe ne zavisi od ukupne koli¢ine polifenola u napitku, ve¢ i od vrste
metabolita koji se oslobadaju tokom fermentacije.

Cvetkovi¢ (2003) je ispitao antioksidativhu aktivnost kombuha napitaka od
ehinacee (Echinacea purpurea) i crnog ¢aja, uporedujuci je sa aktivno$éu odgovarajuc¢ih
&ajnih napitaka. Cajevi pripremljeni od korena i herbe Echinacea purpurea dodati u model
sistem sa hidriksil radikalima izazvali su znacajnije sniZenje relativnog inteziteta elektron
spin rezonantnog (ESR) signala - za 31,25%, odnosno 84,38% u poredenju sa crnim ¢ajem.
Kombuha napici pripremljeni od crnog Caja, Caja korena i herbe Echinacea purpurea
pokazali su znacajnije smanjenje koncentracije hidriksil radikala model sistema u odnosu
na ¢ajne napitka. Kombuha od crnog ¢aja je smanjila intenzitet ESR signala za 60,94 %,
kombuha od korena za 71,25 %, a kombuha od herbe ehinacee ¢ak za 90,63 %.

Malbasa (2004) je ispitao uticaj vremena fermentacije na antioksidativnu aktivnost
kombuha napitaka prema hidriksil i DPPH radikalima. Ustanovio je da na aktivnost
hidriksil radikala u model sistemu ne uti€e znacajno trajanje kombuha fermentacije na
crnom i zelenom c¢aju, jer se antioksidativna aktivnost napitka dobijenog nakon tri dana
fermentacije menja za manje od 10% u narednih sedam dana. Kombuha napici od crnog 1
zelenog caja su smanjili i koncentraciju DPPH radikala u model sistemu, pri ¢emu je
najveéi pad inteziteta ESR signala bio posle tre¢ceg dana fermentacije, nakon kojih je
zabelezeno opadanja ove aktivnosti do kraja procesa. Kombuha od zelenog c¢aja je u
sluaju oba ispitana slobodna radikala pokazala vecu antioksidativnu aktivnost nego
kombuha od crnog ¢aja.

2.4.3. Antikancerogeno delovanje ¢aja i kombuhe

Od 1990. godine dijagnostikovano je oko deset miliona slucajeva kancerogenih
oboljenja od kojih je Cetiri miliona okoncano smréu (Mukhtar i Ahmad, 1999). Veruje se
da je gotovo tre¢ina oboljenja povezano sa na¢inom zivota i navikama u ishrani Sto treba
imati u vidu kada se govori o razvijanju strategije borbe protiv kancera (Adebamowo i sar.,
2005). S obzirom da hemoterapija i hiruski zahvati nisu potpuno efikasni u lecenju
kancerogenih  oboljenja, razvijen je koncept prevencije 1 kontrole kancera
(hemoprevencija) pravilnom ishranom, pravilnim navikama u ishrani i kori§¢enjem
prirodnih ili sintetickih antikancerogenih komponenti

Brojna in vitro 1 in vivo istrazivanja potvrduju antikancerogene i protektivne efekte
¢aja 1 delovanje njegovih komponenti u razli¢itim fazama razvoja malignih ¢elija
(Dufresne i Farnworth, 2000). Kako do razvoja kancerogenih ¢elija dolazi zbog reakcije
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta sa DNA ¢elijama, antikancerogeni efekat ¢aja se upravo moze
objasniti eliminacijom slobodnih radikala, odnosno njegovim antioksidativnim osobinama.
Smatra se da je za antikancerogeno delovanje ¢aja veoma znacajan mehanizam izazivanja
apoptoze malignih ¢elija i njegov direktan uticaj na neke od promotera tumora za koje je
pokazano da inhibiraju apoptozu (Ahmad i sar., 1997).

Istrazivanja na zivotinjama pokazala su da vodeni ekstrakt zelenog ¢aja i polifenoli
izolovani iz zelenog ¢aja deluju protektivno kod hemijski izazvane karcinogeneze u
plu¢ima, jetri, esophagus, pankreasu, debelom crevu, grudima i duodenuma (Mukhtar i
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Ahmad, 1999). Antikancerogeni efekti epigalokatehin galata (EGCG), kao glavnog
polifenola zelenog c¢aja je dokazan kroz nekoliko istrazivanja. Yokoyama i saradnici
(2008) su pokazali da EGCG preventivno deluje na genezu kancera cervixa indukcijom
apoptoze 1 inhibicije aktivnosti enzima telomeraze. Pokazano je i da EGCG poseduje 1
antikancerogeno delovanje kod adenokarcinoma, ukljucujuéi kancer stomaka, debelog
creva 1 grudi (Yokoyama 1 sar., 2008). Lambert i Yang (2003) su u in vitro ogledima
utvrdili da polifenoli ¢aja (posebno EGCG) inhibiraju rast i apoptozu celijskih linija
nekoliko humanih karcinoma ukljuc¢uju¢i melanom, karcinom grudi, pluca, debelog creva i
leukemije. Medutim, joS uvek su nepoznati mehanizmi antikancerogenog delovanja
polifenola ¢aja.

Iako postoji veliki broj istrazivanja o hemoprotektivnom delovanju zelenog i crnog
¢aja, joS je nejasan efekat smanjenja rizika od pojedinih vrsta kancera uslovljen
konzumiranjem ¢aja. Istrazivanje sprovedeno u Holandiji 1996. godine pokazuje da
konzumiranje crnog ¢aja nema efekta na rizik od kancera dojke, stomaka i colorectal
kancera, dok po istrazivanju iz SAD iz 2000. godine konzumiranje crnog ¢aja redukuje
rizik od kancera debelog creva kod muskaraca i zena (Lambert 1 Yang, 2003). Medutim,
istrazivanja sprovedena u Kini i Japanu su pokazala da nema znacajnije zavisnosti izmedu
konzumiranja zelenog ¢aja 1 smanjenja rizika od kancera Zeluca (Tsubono i sar., 2001;
Lambert i Yang, 2003). Kontradiktorni rezultati su dobijeni i u ispitivanjima uticaja ¢aja na
kancer esophageal (Lambert i Yang, 2003).

Bioraspolozivost polifenola ¢aja jos uvek nije potpuno jasna, tako da je moguée da
postoje individualne varijacije u metabolizmu i znaCajan uticaj crevne mikroflore na
usvajanje i raspolozivost bioloski aktivnih molekula.

Razumevanje mehanizma bioloSke aktivnosti ¢aja je od kljuéne vaznosti u
prevenciji kancera. U tom smislu veruje se da polifenoli zelenog ¢aja deluju slede¢im
mehanizmima (Mukhtar i Ahmad, 1999):

- prevencija mutagenosti i genotoksicnosti hemikalija,

- redukcija biohemijskih markera koji iniciraju formiranje tumora,
- redukcija biohemijskih markera koji uticu na razvoj tumora,

- regulacija detoksikacionih enzima,

- uklanjanje aktivnih kancerogenih metabolita,

- antioksidativnom aktivnoscu.

Iako je antikancerogeno delovanje kombuhe dovedeno u vezu sa antioksidativnim i
detoksikacionim svojstvima napitka, tesko je, bez opseznijih istrazivanja zakljuciti ko su
nosioci potencijalne aktivnosti kombuhe, odnosno da 1li su za njeno antiproliferativno
delovanje odgovorni katehini ¢aja, ili i metaboliti ¢ajne gljive, sami ili u sinergistickom
delovanju sa komponentama cCaja.

2.4.4. Ostali efekti kombuhe i ¢ajne gljive

Celulozna masa koja se sintetiSe tokom kultivacije ¢ajne gljive primenjuje se i u
terapiji oStecene koze. Fontana i saradnici (1991) su pelikulu nastalu tokom kultivacije
cajne gljive koristitili za izradu celuloznog biofilma koji se upotrebljava u terapiji rana na
kozi (Fontana i sar., 1991). Za razliku od celuloze koja se dobija iz drugih izvora, a koju je
potrebno precisScavati kako bi se kompletno uklonili lignin i hemiceluloza, celuloza koju
stvaraju bakterije roda Acetobacter ne sadrzi pirogene materije (Fontana 1 sar., 1990).
Fontana i saradnici (1991) su utvrdili da kofein i ksantini iz biljnih ekstrakata stimuliSu
produkciju celuloze kod Acetobacter xylinum. Zato i zasladeni crni ¢aj, kao podloga za
kultivaciju cajne gljive, predstavlja dobru podlogu za produkciju celuloze i pelikula
dobijena tokom kultivacije moze biti iskoriS¢ena za izradu biofilma sa terapeutskim
svojstvima.
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Murugesan i saradnici (2005) su pokazali da je biomasa cajne gljive bogat
nekonvencionalni izvor mikrobioloskih proteina i da se ona osuSena i samlevena moze
koristiti kao dodatak u ishrani zivine. Biomasa c¢ajne gljive sadrzi 179,38 g sirovih
proteina, 120 g sirovih vlakana, 44,14 g lipida, 4,82 g fosfora, 6,56 g kalcijuma i 8,92 MJ
metabolicki iskoristive energije po kg biomase. Pored toga, osusena ¢ajna gljiva pokazuje
aktivnost enzima fitaze od 23 IU/mg proteina. Za monogastri¢ne Zivotinje (Zivina, svinje)
karakteristiCan je nedostatak ili smanjena aktivnost fitaze u digestivnom sistemu tako da
fitinsku kiselinu najve¢im delom nesvarenu izbacuju iz organizma. Prisustvo fitinske
kiseline u hrani deluje kao antinutritivni faktor jer vezuje proteine cCine¢i ih tako
nedostupnim za apsorpciju. Visok nivo nesvarene fitinske kiseline u fekalnom otpadu je
izvor zagadenja zivotne sredine i predstavlja veliki ekoloski problem. Dodatak fungalne
fitaze hrani za pilice izaziva povecanje performansi rasta zbog boljeg iskoris¢enja fosfora,
¢ija se koncentracija u ekskretu zivotinja znacajno smanjuje (Murugesan i sar., 2005).
Dodatak spraSene biomase ¢ajne gljive hrani za Zivinu u koli¢ini od 150 g/kg je uticao na
povecéanje koli¢ine konzumirane hrane i vode, telesne mase zivotinja, poboljSanje fizickih
karakteristika zivotinja i smanjenje smrtnosti piliéa u odnosu na kontrolnu grupu.
Histopatoloska istrazivanja su potvrdila da je biomasa ¢ajne gljive, koja je dodata hrani za
pili¢e potpuno bezbedna za Zivotinje.

Murugesan i saradnici (2006) su ispitali i osobine celulozne pelikule ¢ajne gljive
kao biosorbenta za efikasno uklanjanje jona As(IIl) 1 As(V) iz uzoraka povrsinskih voda.
Prisustvo arsena u povrsinskim vodama predstavlja veliki problem u podru¢jima u kojima
su povrsinske vode glavni izvor vode za pice, jer duZze izlaganje uticaju arsena moze
izazvati ozbiljne posledice po zdravlje ljudi (kancer koze, jetre i pluca, lezije na kozi,
oStecenja digestivnog, respiratornog i nervnog sistema). Rezultati su pokazali da stepen
apsorpcije arsena zavisi od vremena kontakta, inicijalne koncentracije metala i koliine
pelikule Cajne gljive kao biosorbenta. Pogodnost ovakvog biosorbenta je u €injenici da je
pelikula ¢ajne gljive biodegradabilna i da nakon desorpcija toksicnih metala ne predstavlja
ekoloski problem.

2.4.5. Kombuha i Stetni efekti

Americka agencija za hranu i lekove (Food and Drug Administration) je
ispitivanjem komercijalnih kombuha napitaka konstatovala odsustvo patogenih bakterija i
zdravstvenu ispravnost napitaka, na osnovu cega je zakljueno da napitak nema Stetnih
efekata i da je bezbedan po zdravlje konzumenata (Srinivasan i sar., 1997). U literaturi je
zabelezeno nekoliko slucajeva perforacija u intestinalnom traktu i acidoze kao posledice
konzumiranja kombuhe (Perry, 1995), uslovljene samo u slucaju konzumiranja napitka
ekstremne kiselosti  u velikim koli¢inama. Kod osoba sa predispozicijom na
acidoosetljivost su utvrdene i alergijske reakcije (Srinivasan i sar., 1997).

Preporuc¢ena dnevna doza kombuhe je jedna do dve case (Centers for disease
control, USA, 1995), uz koje bi trebalo da se unese i odredena koli¢ina vode kako bi se
potpomogla eliminacija toksina i izbegla eventualna nezeljena reakcija organizma (Full
Circle Press, 1998).

Treba imati u vidu da postoji mogucénost kontaminacije ¢ajne gljive 1 napitka
mikotoksigenim vrstama plesni i patogenim bakterijama iz okruzenja, s obzirom da se
kultivacija kombuhe u ku¢nim uslovima ne izvodi u asepticnim uslovima. O ovome treba
posebno voditi racuna prilikom nabavke radne kulture koja nije ispitana na prisustvo
stranith mikroorganizama. U literaturi je zabeleZeno nekoliko slucajeva prisustva patogenih
kvasaca i potencijalno mikotoksigenih plesni u radnoj kulturi (Mayser i sar., 1995), ali nisu
registrovani slu¢ajevi intoksikacija ili infekcija usled konzumiranja kombuhe.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Karakteristike radne kulture

Cajna gljiva koja je kao radna kultura kori$¢ena u ispitivanjima se uva u muzeju
kultura laboratorije za mikrobiologiju Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu. Iz kulture su
izolovane 1 identifikovane slede¢e vrste 1 rodovi kvasaca: Saccharomyces ludwigii,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bisporus, Torulopsis sp. 1 Zygosaccharomyces
sp. (Markov i sar., 2001). Pored kvasaca identifikovana su i dva soja bakterija siréetnog
vrenja kao Acetobacter sp.. Pre izvodenja ogleda ¢ajna gljiva ili fermentisana te¢nost
upotrebljena za inokulaciju su ispitani na eventualno prisustvo stranih bakterija i plesni.

3.2. Priprema podloga za kultivaciju ¢ajne gljive

Podloga za kultivaciju cajne gljive pripremljena je dodavanjem 70 g/L
komercijalne saharoze u Cesmensku vodu. Rastvoru je nakon klju¢anja dodat jedan od
Cajeva: crni (Camellia sinensis L.), ehinacea (Echinacea purpurea L), ili rtanjski caj
(Satureja montana L.). Koli¢ina Caja u podlozi se kretala od 5-10 g/L. Dekokcija Caja je
trajala 15 min. nakon ¢ega je podloga profiltrirana kroz sterilnu kvalitativnu filter hartiju i
ohladena na sobnu temperaturu. Inokulacija je u zavisnosti od ogleda obavljena
celuloznom navlakom, fermentacionom te¢noscu iz prethodne kultivacije, ili suspenzijom
izolovanih (autohtonih) sojeva kvasaca i bakterija sir¢etnog vrenja. Kultivacija Cajne gljive
(staticna) izvedena je u staklenim sudovima ili sudovima od nerdajuceg celika na
temperaturi od 28°C.

Tradicionalan postupak kultivacije je podrazumevao izvodenje fermentacije u
staklenom sudu ukupne zapremine V=5 L, koji je prikazan na slici 10.
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Slika 10. Skica staklene boce za kombuha fermentaciju sa mestima uzorkovanja

Da bi se ispitala raspodela ¢elija kvasaca 1 bakterija, kao i osnovnih metabolita
cajne gljive, tokom kultivacije su uzorci fermentisane tecnosti za mikrobioloSko i hemijsko
ispitivanje prikupljeni sa razli¢ite visine staklene boce - neposredno ispod povrSine
teCnosti, sa sredine stuba podloge 1 pri dnu posude (Slika 10).

3.3. Priprema suspenzija izolata kvasaca i bakterija sircetnog vrenja kao
starter kultura

Kao starter kulture za dobijanje kombuhe upotrebljena su tri soja kvasaca izolovana
iz autohtone cajne gljive. Sojevi su na osnovu svojih morfoloSkih, makromorfoloskih 1
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fizioloskih karakteristika (Kreger van Rij, 1984) determinisani kao: Saccharomycodes
ludwigi, Saccharomyces cerevisiae 1 Zygosaccharomyces sp. (Markov i sar., 2001).

Pored kvasaca kao starter kulture upotrebljena su i dva soja bakterija sir¢etnog
vrenja izolovana iz iste Cajne gljive. Za ove izolate je utvrdeno da su sposobni da oksiduju
mlecnu i sir¢etnu kiselinu do CO, i H,O, zbog ¢ega verovatno pripadaju rodu Acetobacter.
S obzirom da bakterijski izolati u te€cnom medijumu sintetiSu celulozu moguce je pripadaju
vrsti A. xylinum.

Navedeni izolati kvasaca 1 bakterija siretnog vrenja se ¢uvaju u muzeju kultura
laboratorije za mikrobiologiju Tehnoloskog fakulteta u Novom Sadu na +4°C. Sojevi
kvasaca Saccharomycodes ludwigi, Saccharomyces cerevisiae 1 Zygosaccharomyces sp. su
fizioloski aktivirani dvostrukim pasaziranjem; najpre su kulture kvasaca presejane na kosi
Sabouraud saharozni agar (SSA) (pepton 10 g/L, saharoza 40 g/L, agar 15 g/L) i
inkubirane 48 h na 28°C. Nakon ovoga su kulture presejane na SSA u Koleovim bocama
(ukupne zapremine 500 mL) i inkubirane 24 h na 28°C. Biomasa kvasaca iz Koleovih boca
je suspendovana u sterilnom fizioloSkom rastvoru. Ukupna zapremina suspenzija celija
kvasaca je bila 10 mL, a sa po 3 mL svake od suspenzija je inokulirana pripremljena
podloga sa cCajem echinacee, koja je razlivena u tri sterilna staklena suda (zapremina
podloge je bila 3 L u sudu ukupne zapremine 5 L).

Izolati bakterija siréetnog vrenja ¢ajne gljive su pre inokulacije fizioloski aktivirani
trostrukum pasaZiranjem; najpre su kulture presejane na kosi Yeast Peptone Manitol
(YPM) agar (Difco, Laboratories, Detroit, Michigan, USA) i inkubirane 72 h na 28°C.
Zatim je deo biomase prenet u erlemajer bocu sa 50 mL modifikovane podloge po Carr-u
(Gillis i De Ley, 1980) koja je inkubirana 24 h na 28°C, uz mesanje od 250 rpm (GFL,
Burgwedel, Nemacka). Konacno je 10 mL podloge iz prethodne faze preneto u erlenmajer
bocu sa 100 mL sveze modifikovane podloge po Carr-u. Nakon inkubacije od 24 h sa po
30 mL je inokuliran zasladeni ¢aj ehinacee u staklenim sudovima.

3.4. Hemijske analize fermentisane te¢nosti

Vrednosti pH uzoraka fermentisane podloge i kombuha napitaka su odredene
elektronskim pH-metrom (HI 9321, HANNA Instruments) uz dvostruku kalibraciju na pH
4 17. Merenje je obavljeno nakon $to je iz uzorka uklonjen ugljendioksid na ultrazvu¢nom
kupatilu (B-220, Branson Company, Shelton, USA) za 30 sekundi..

Titrabilna kiselost (ukupan sadrzaj kiselina) odredena je konduktometrijskom
titracijom u skladu sa OIV metodom (1990). Nakon uklanjanja ugljendioksida alikvot od
20 mL fermentisane tecnosti je titrisan sa 0,1 mol/L NaOH. Titratabilna kiselost je
izrazena u g/L sir¢etne kiseline.

Sadrzaj siréetne kiseline, D-glukonske kiseline, etanola, saharoze, D-glukoze, D-
fruktoze je odreden spektrofotometrijski (Ultrospec 2000, Amersham Pharmacia Biotech,
Sweden) uz koris¢enje enzimskih testova (Boehringer Mannheim/R-Biopharm, Darmstadt)
(sir¢etna kiselina: cat. no. 10148261035, D-glukonska kiselina: cat. no. 428191, etanol: cat.
no. 176290 i1 saharoza/D-glukoza/D-fuktoza: cat. no. 716260). Priprema uzoraka je
obavljena u skladu sa preporukama proizvodaca.

Sadrzaj etanola i siréetne kiseline u fermentisanoj tecnosti odreden je High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) metodom na hromatografu Pharmacia LKB,
uz RI detektor: SP6040 Spectra-Physics. Kori§¢ena je kolona Aminex HPX-87H, 300 x 7,8
mm (BioRad), a kao mobilna faza upotrebljen je rastvor SmM H,SO4 uz protok od 0,6
mL/min; radna temperatura bila je 50°C a injektovana zapremina uzoraka 10 pL. Analiza
je uradena u tri ponavljanja, a prikazane su srednje vrednosti merenja.

Sadrzaj nekih aktivnih sastojaka u tradicionalnom kombuha napitku i napicima od
lekovitog bilja (ehinacea i rtanjski ¢aj) izvedeno je HPLC metodom hromatografu Agilent
1100 serija, opremljenim sa detektorom sa nizom dioda (DAD), programom za
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prikupljanje i analizu podataka, automatskim injektorom za te¢ne uzorka sa 100 mesta i
binarnom pumpom (Agilent Technologies, Palo Alto, CA). KoriS¢ena je C-18 hromato-
grafska kolona ODS Hypersil column, (2,1 mm, 200 mm; 5 pm, Thermo Electron
Corporation, Cat No. 30105-202130, USA). Mobilna faza je bila 96 % CH3;COOH 0,1% u
vodi + 2 % vol acetonitrila + 2 % vol tetrahidrofurana. Injekciona zapremina je bila 100 pl,
a radna temperatura 25°C. Hromatogrami su snimani na 210 nm uz ¢uvanje kompletnih
spektara u opsegu od 190 do 400 nm.

3.5. Mikrobioloske analize fermentisane te¢nosti

Ukupan broj zivih celija kvasaca i bakterija siréetnog vrenja u fermentisanoj
teCnosti tokom kultivacije 1 kombuha napicima odreden je indirektnom metodom (Vrbaski
i Markov, 1992). Za odredivanje ukupnog broja bakterija siréetnog vrenja kori§¢ena je
podloga YPM (Sievers i sar., 1995) u koju je neposredno pre razlivanja kao antimikotik
dodat aktidion u koli¢ini od 300 mg/L (Gams, 1975; Laskin i Lechevalier, 1973). Podloga
je inkubirana na temperaturi od 28°C, 5-7 dana. Za odredivanje ukupnog broja éelija
kvasaca koris¢en je podloga Sabouraud Dextrose Agar (SDA) (Merck, Darmstadt,
Germany), sa dodatkom 50 mg/L hloramfenikola (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA).
Inkubacija je trajala 72 h na 28°C.

U cilju ispitivanja fermentativnih sposobnosti kvasaca, kulture izolovane iz ¢ajne
gljive su podvrgnute standardnom testu za utvrdivanje fermentativnih svojstava prema
saharozi — merenjem koli¢ine produkovanog gasa u Durhamovim epruvetama i promenom
boje podloge (van der Walt i Yarrow, 1984).

3.6. Senzorna analiza kombuha napitaka

Po zavrsetku kultivacije ¢ajne gljive fermentisana tecnost (kombuha) je filtrirana
kroz sloj srednje grubog kieselguhr-a tipa Standard Super Cell (Johns Manville). Debljina
naplavljenog sloja kieselguhr-a bila je 5 mm, a prosecna brzina filtracije 200 mL/min.
Senzorna analiza filtriranih napitaka je izvrSena u skladu sa ISO standardom koji propisuje
senzornu analizu za specificne namirnice (ISO 4121, 1987), pri tom je za evaluaciju
upotrebljena slede¢a bodovna skala: 1 - kompletna promena i znacajni nedostaci napitka, 2
- manje promene i manji nedostaci napitka, 3 — tipian napitak (uz tolerisanje minimalnih
promena). Uzorci za senzornu analizu su temperirani na 8+1°C, a u oceni napitaka (mirisa,
ukusa, kiselosti, slatkosti 1 opSteg utiska) ucestvovalo je desetoro iskusnih i dugogodisnjih
konzumenata kombuhe. Rezultati su statisticki obradeni koriS¢enjem programskog paketa
SPSS 8.0 za Windows.

3.7. Ispitivanje antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka

Kombuha napici za ispitivanje antimikrobne aktivnosti pripremljeni su
fermentacijom zasladenih Cajeva ehinacee, crnog i rtanjskog ¢aja (koli¢ina ¢ajeva je bila 5
g/L). Fermentacija je trajala do dobijanja napitaka optimalne konzumne kiselosti od 3,54
g/L. Inokulacija je obavljena celuloznom pelikulom cajne gljive koja je tokom dve

Za ispitivanje antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka upotrebljeni su sledeci
sojevi bakterija, kvasaca 1 plesni: Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853, Gram
negativna bakterija), Staphylococcus aureus (ATCC 25923, Gram pozitivna bakterija),
Bacillus sp. (izolat iz prirodne sredine, Gram pozitivna, sporogena bakterija), Salmonella
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enteritidis (ATCC 13076, Gram negativna bakterija), Proteus mirabilis (ATCC 35659,
Gram negativna bakterija), Escherichia coli (ATCC 25922, Gram negativna bakterija),
Sarcina lutea (ATCC 9341, Gram pozitivna bakterija), Saccharomyces cerevisiae (112,
Hefebank Weihenstephan, kvasac), Candida pseudotropicalis (klinicki izolat, kvasac),
Rhodotorula sp. (izolat iz prirodne sredine, kvasac), Penicillium aurantiogriseum (izolat iz
prirodne sredine, plesan), Aspergillus niger (izolat iz prirodne sredine, plesan) 1 Aspergillus
flavus (izolat iz prirodne sredine, plesan) (identifikacija po Samson i van Reenen-Hoekstra,
1988). Navedeni sojevi se &uvaju na +4°C u muzeju kultura laboratorije za mikrobiologiju
Tehnoloskog fakulteta.

Priprema test sojeva bakterija za ispitivanja podrazumevala je dvostruko
pasaziranje presejavanjem kultura na kosi Muller Hinton agar (MHA) (Difco, Laboratories,
Detroit, Michigan, USA) uz inkubiranje 24 h na 37°C. Dvostruko pasaZiranje sojeva
kvasaca i plesni je izvedeno na kosom Sabouraud dekstroznom agaru (SDA) (Merck,
Darmstadt, Germany). Kvasci su inkubirani 24 h na 28°C, a plesni na 22°C 72-96 h. Od
fizioloski aktivnih kultura pripremljena je osnovna suspenzija prenoSenjem biomase sa
kosog agara u epruvetu sa sterilnim fizioloSkim rastvorom. Od osnovne suspenzije
pripremljena je serija razredenja tako da je u poslednjoj epruveti serije broj ¢elija, odnosno
spora, bio reda veli¢ine 10° cfu/mL.

Ispitivanje osetljivosti test mikroorganizama na antimikrobne supstance:
Ispitivanje osetljivosti test mikroorganizama na standardne antimikrobne supstance
obavljeno je disk-difuzionom metodom (Kavanagh, 1972), sa antibiogram diskovima D=6
mm: ketoconazole - koncentracije 100 pg/disku, amphotericin-B (100 U/disku), nystatin
(100 U/disku), penicillin (10 U/disku), ceftriaxone (30 pg/disku), imipenem (10 pg/disku),
amoxicillin (25 pg/disku) 1 amikacin (30 pg/disku) (Bioanalyse®). Po 1 mL suspenzije sa
brojem ¢elija, odnosno spora 10° cfu/mL homogenizovan je sa 9 mL otopljene i na 45 °C
ohladene podloge (MHA za bakterijske kulture, a SDA za kvasce 1 plesni) koja je zatim
razlivena u Petri kutije. Nakon Zeliranja na podlogu su naneti odgovaraju¢i antibiogram
diskovi. Zasejavanje je uradeno u tri ponavljanja, a rezultati su ocitani kao pre¢nik zone
inhibicije rasta i izrazeni kao srednja vrednost u milimetrima uz standardnu devijaciju.

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka: Po 2 mL suspenzija sa
brojem éelija, odnosno spora 10° cfu/mL homogenizovan je sa 18 mL otopljene i na 45°C
ohladene podloge, koja je razlivena u Petri plocu. Nakon Zeliranja u podlozi su napravljeni
"bunar€i¢i" precnika 9 mm, staklenom sterilnom cev¢icom uz pomo¢ vakuum pumpe. U
"bunar&ice" je mikropipetom naneto po 100 pL uzoraka. Petri ploce su inkubirane na 37°C
(bakterije), 28°C (kvasci) i 22°C (plesni). Prvo oéitavanje zona inhibicije u slu¢aju kvasaca
1 bakterija je obavljeno nakon 24 h, a konacni rezultati su ocitani nakon 48 h. U slucaju
plesni o€itavanje rezultata je obavljeno nakon 5 dana. Ogled je uraden u tri ponavljanja, a
rezultati su izrazeni kao srednja vrednost precnika zone inhibicije rasta (u mm) uz
standardnu devijaciju.

Kontrolni uzorci ispitivanja antimikrobne aktivnosti kombuhe: Kontrolni uzorci

ispitivanja bili su:

= rastvor siréetne kiseline iste koncentracije kao i u odgovaraju¢em kombuha napitku;

» kombuha pH=7 pripremljena neutralisanjem napitka rastvorom NaOH (c¢=0,1 mol/L);

= Caj - pripremljen dekokcijom 5 g/L crnog, rtanjskog ili ¢aja ehinacee;

* "model sistem" koga je Ccinila siréetna kiselina (koli¢ine kao u kombubhi),
odgovaraju¢i ¢aj (c=5 g/L), glukoza (¢c=20 g/L) i fruktoza (c=29 g/L). Sadrzaji
glukoze 1 fruktoze u "model sistemu" definisani su na osnovu literaturnih podataka o
kolicini ovih ugljenih hidrata u kombuha napitku (Cvetkovi¢, 2003).

Uzorci kombuhe, neutralisane kombuhe i ¢aja su profiltrirani kroz membranske
filtre precnika pora @ = 0,2 pm (Milipore).
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3.8. ESR spektralna analiza antioksidativne aktivnosti kombuhe

3.8.1. ESR spektralna analiza uticaja ¢ajnih i kombuha napitaka na
transformaciju DPPH radikala

Stabilni DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) slobodni radikali ispitani su u
reakcionoj smesi koja se dobija meSanjem 200 pL. metanola i 600 pL 0,4 mM metanolnog
rastvora DPPH (slepa proba). Uticaj ¢ajnih i kombuha napitaka na transformaciju DPPH
radikala analiziran je u rastvoru koji se dobija meSanjem: 100, odnosno 150 pL uzorka (x)
¢ajnih 1 kombuha napitaka od korena i herbe Echinacea purpurea i 50, odnosno 100 uL,
¢ajnih 1 kombuha napitaka od rtanjskog ¢aja (Satureja montana), (200-x) pl metanola i 600
pl 0,4 mM metanolnog rastvora DPPH.

Smesa je intenzivno meSana u toku 2 min. i preneta u Bruker ER-160FC kvarcnu
kivetu za vodene rastvore. ESR spektri su snimani na ESR spektrometru Bruker 300E pri
slede¢im uslovima: frekvencija modulacije: 100 kHz; amplituda modulacije 0,256 G;
vremenska konstanta 40,96 ms; vremenski opseg merenja: 671,089 ms; centar polja
3440,00 G; ukupan opseg merenja: 100,00 G; frekvencija mikrotalasnog podrucja: 9,64
GHz; snaga mikrotalasnog podrucja: 20 mW; temperatura merenja: 23 °C.

Antioksidativna aktivnost (AApppr) uzoraka definisana je izrazom:

AADPPH:(hO_ hx) / hg x 100 (%)

gde je hy — visina drugog pika ESR signala slepe probe, a hy — visina drugog pika ESR
signala uzorka.

3.8.2. ESR spektralna analiza uticaja ¢ajnih i kombuha napitaka na
transformaciju hidriksil radikala

U Fentonovom model sistemu, koji je dobijen meSanjem 1 mL 10 mM FeCl,x4H,0,
I mL 80 mM DMPO i 1 mL 10 mM H,0,, ispitano je nastajanje hidriksil radikala nakon
reakcionog perioda od 5 min. Da bi se ispitao uticaj ¢ajnih i kombuha napitaka na stvaranje
1 transformaciju hidriksil radikala u Fentonov model sistem je dodato 50, odnosno 100 uL
¢ajnih i kombuha napitaka rtanjskog ¢aja.

ESR spektralna odredivanja hidriksil radikala u svim ispitivanim model sistemima
izvrSena su na ESR spektrometru Bruker 300E sledec¢ih radnih karakteristika: frekvencija
modulacije: 100 kHz; amplitude modulacije: 0,226 G; vremenska konstanta: 80,72 ms;
vremenski opseg merenja: 327,68 ms; centar polja: 3440,00 G; ukupan opseg merenja:
100,00 G; frekvencija mikrotalasnog podrucja: 9,64 GHz; snaga mikrotalasnog podrucja:
20 mW; temperature merenja: 23 °C.

Antioksidativna aktivnost (AAoy) ekstrakata definisana je izrazom:

AAon=ho —hy / hy x 100 (%)
gde je hy — visina drugog pika ESR signala slepe probe, a hy — visina drugog pika
ESR signala uzorka.
3.9. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti kombuha napitaka
Uzorci za ispitivanje antiproliferativne aktivnosti: Konzumni kombuha napici

pripremljeni su na uobicajen nacin fermentacijom zasladenog crnog i rtanjskog ¢aja. Suva
materija uzoraka (kombuha napitaka) bila je 65,8 mg/mL (kombuha od crnog ¢aja) i 70,8
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mg/mL (kombuha od rtanjskog ¢aja). Za analizu antiproliferativne aktivnosti pripremljena
je serija razredenja uzoraka u 0,9% NaCl do postizanja radnih koncentracija (0,0195-10
mg/mL). Uzorci su filtrirani kroz 0,22 pm filtre (Milipore).

Celijske linije: Koriséene su tri éelijske linije humanih karcinoma: HeLa (epitelni
karcinom cerviksa;, ECACC 93021013), MCF-7 (adenokarcinom dojke; ECACC
86012803) i HT-29 (adenokarcinom debelog creva; ECACC 91072201). Celije su
kultivisane u DMEM (Dullbeco's Modified Essential Medium) (Gibco BRL, Velika
Britanija) sa dodatkom 4,5% glukoze i 10% fetalnog teleceg seruma (FCS; NIVNS, Srbija),
100 pg/mL streptomicina i 100 IU/mL penicilina (ICN Galenika, Srbija) u bo¢icama od 25
cm’ (Corning, New York, USA). Celijske linije su kultivisane na 37°C u atmosferi 5% CO,
1 100% vlaznosti, subkultivisane dva puta nedeljno i tretirane u eksponencijalnoj fazi rasta.
Suspenzije pojedinacnih ¢elija dobijene su upotrebom 0,5% tripsina (Serva, UK).

Sulforodamin B (SRB) metoda: Suspenzije ¢elija (180 puL) gustine 3x10° ¢elija po
otvoru zasejane su u mikrotitar plo¢e sa 96 otvora (Corning, New York, USA) i
preinkubirane u kompletnom medijumu sa dodatkom 5% FCS, na 37 °C tokom 24 h. Serija
razblazenja uzoraka kombuha napitaka je dodata u sve otvore (20 pL/otvoru), izuzev
kontrole, da bi se dobile krajnje koncentracije u rasponu od 1,95 do1000 ug/mL. Mikrotitar
ploce su zatim inkubirane na 37°C dodatnih 48 h.

Za odredivanje rasta celija koriS¢ena je kolorimetrijska SRB metoda predloZena od
Skehan i saradnika (1990). Celije su fiksirane (50% trihlorosiréetna kiselina, 50 uL/otvoru,
lh, +4°C), isprane Cetiri puta destilovanom vodom (Wellwash 4, Labsystems, Helsinki,
Finland) i obojene (0,4% SRB, C,;;H29N,07S;Na, 100 pL/otvoru, 30 min, na sobnoj
temperaturi). Plo¢e su isprane Cetiri puta 1% siréetnom kiselinom da bi se uklonio visak
boje. Boja vezana za proteine ekstrahovana je 10 mM TRIS bazom (200 pL/otvoru).

Absorbanca (A) je merena na fotometru (Multiscan Ascent, Labsystems, Helsinki,
Finland) na 540/620 nm. Antiproliferativna aktivnost uzoraka kombuhe (APA) je izrazena u
odnosu na kontrola, a izracunata je po formuli:

APA (%) = (At/Ac) x 100

gde je At — absorbancija uzorka, Ac — absorbancija kontrole

Statisti¢ka analiza: Prikazani rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost od tri
zasebna eksperimenta, svaki izveden u kvadriplikatu. Signifikantne razlike izmedu
vrednosti su utvrdene koriS¢enjem dvostranog Studentovog t-testa. Nivo znacajnosti bio je

95% (p< 0,05) ili 99% (p< 0,01).

32



4. REZULTATI I DISKUSIJA

U prvom delu ovog poglavlja su prikazani rezultati ispitivanja raspodele celija i
glavnih metabolita ¢ajne gljive, tokom fermentacije zasladenog €aja ehinacee (Echinacea
purpurea), kao i rezultati ispitivanja bioloske aktivnosti konzumnih kombuha napitaka
(titrabilne kiselosti od 3,54 g/L) od crnog caja, Caja ehinacee 1 rtanjskog caja.
Antimikrobna aktivnost napitaka je ispitana na odabranim sojevima mikroorganizama sa
eukariotskim 1 prokariotskim tipom celija, sa namerom da se utvrde nosioci aktivnosti.
Antioksidativna aktivnost kombuha napitaka, koja je po literaturnim podacima klju¢na za
terapeutska svojstva kombuhe, je ispitana elektron spin rezonantnom (ESR)
spektroskopijom na hidriksil i DPPH slobodne radikale. Rezultati ispitivanja
antiproliferativne aktivnosti kombuha napitaka od crnog i rtanjskog ¢aja na ¢elije humanih
karcinoma su posebno znaCajni, s obzirom da u literaturi nema mnogo podataka o
ovakvom tipu istrazivanja. Podaci o antiproliferativnim i mutagenim efektima kombuhe na
humane ¢elije u in vitro ogledima su neophodni pre bilo kakvog opseznog klinickog
ispitivanja efekata napitka na zdravstveno stanje ispitanika.

U drugom delu su prikazani rezultati istraZivanja bitni za optimizaciju podloge za
kombuha fermentaciju, kao i rezultati ispitivanju uticaja geometrije suda na tok
fermentacije. U literaturi ne postoje podaci o minimalnim koli¢inama izvora ugljenika 1
azota koje obezbeduju optimalno trajanje kombuha fermentacije, a Sto je vazno iz ugla
projektovanja troskova proizvodnog procesa. S druge strane, podaci dobijeni istraZivanjem
kombuha fermentacije u reaktorima razliCitth geometrijskih karakteristika i podaci o
uticaju zapremine podloge na trajanje procesa, bili su neophodni za definisanje kriticnog
parametra kombuha fermentacije i matematickog modela za scale-up.

4.1. Distribucija Celija i metabolita ¢ajne gljive i starter kultura tokom
kombuha fermentacije ¢aja ehinacee

U cilju upoznavanja komplikovanog i jedinstvenog odnosa c¢elija kvasaca i
bakterija siretnog vrenja Cajne gljive, kao jednog od preduslova kontrole fermentativnog
procesa, ispitana je distribucija ¢elija kvasaca i1 bakterija tokom kultivacije. Broj ¢elija
kvasaca i bakterija i njihov odnos na pocetku i tokom procesa su od klju¢nog znacaja za
definisanje inicijalnog broja starter kultura za inokulaciju. Kao potencijalne starter kulture
za izvodenje kombuha fermentacije ispitana su tri soja kvasaca i dva soja bakterija
sir¢etnog vrenja izolovani iz autohtone ¢ajne gljive.

Dinamika transformacije podloge tokom kombuha fermentacije ispitana je
pracenjem distribucije Celija kvasaca i bakterija siretnog vrenja i osnovnih metabolita u
fermentisanoj tecnosti. Podloga upotrebljena u ovom istrazivanju (zasladeni ¢aj Echinacea
purpurea) je delom inokulirana na tradicionalan nacin celuloznom pelikulom dobijenom
prethodnim fermentacijama (kontrolni uzorak), a drugi deo podloge je inokuliran sojevima
kvasaca i bakterija siretnog vrenja izolovanim iz autohtone Cajne gljive. Poznato je da
model rasta kvasaca i1 bakterija sir¢etnog vrenja tokom kombuha fermentacije jos uvek nije
detaljno ispitan (Sreeramulu i sar., 2000; Teoh i sar., 2004), najve¢im delom zbog
problema u izdvajanju celijske mase iz celulozne pelikule. Zato bi rezultati o raspodeli
¢elija trebali da doprinesu boljem upoznavanju kompleksnog medusobnog odnosa kvasaca
1 bakterija sir¢etnog vrenja u zajednici poznatoj kao ¢ajna gljiva. S druge strane, prikazani
rezultati bi trebali da pokazu moguénost upotrebe odabrane kombinacije izolovanih sojeva
kvasaca i1 bakterija siréetnog vrenja u fermentaciji zasladenog ¢aja u kombuha napitak.
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4.1.1. Autohtoni sojevi kvasaca i bakterija siréetnog vrenja

Tokom tronedeljne kultivacije autohtone ¢ajne gljive na podlozi sa crnim €ajem, iz
fermentisane teCnosti je izdvojen veci broj sojeva kvasaca kao dominantnih kultura u
pojedinim fazama fermentacije. Na osnovu fizioloskih testova i morfoloskih karakteristika
(Kreger van Rij, 1984) identifikovano je ukupno pet sojeva kvasaca - tri izolata do nivoa
vrste: Saccharomycodes ludwigi, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces bisporus, a
dva do nivoa roda: Torulopsis sp. 1 Zygosaccharomyces sp. (Markov 1 sar., 2001).
Osnovno pitanje koje se postavilo u postavci ogleda ¢iji su rezultati ovde prikazana, u
kojem je ispitivana moguénost upotrebe izolovanih sojeva kao starter kultura, bilo je ono o
kriterijuma na osnovu kojih ¢e se izvrsiti odabir sojeva kvasaca za inokulaciju. Na osnovu
literaturnih podataka poznato je da se rast kvasaca Cajne gljive tokom fermentacije ne
moze okarakterih tipi¢nom krivom rasta mikroorganizama u Sarznoj kulturi. Ukupan broj
¢elija kvasaca se skokovito menja tokom visenedeljnog perioda kultivacije ¢ajne gljive.
Sreeramulu 1 saradnici (2000) su tokom dvonedeljne kultivacije ¢ajne gljive zabelezili
trostruki porast broja ¢elija: u prva &etiri dana sa pocetnih 10 na vrednost 10’ cfu/mL,
zatim izmedu Sestog i desetog dana (10*—10° cfu/mL) i najzad izmedu dvanaestog i
etrnaestog dana (10°—107 cfu/mL). Izvesno je da tokom fermentacije u razli¢itim
periodima dolazi do razmnozavanja i dominacije pojedinih vrsta kvasaca koji ¢ine ¢ajnu
gljivu, a razlicitih su fizioloskih 1 ekoloskih karakteristika. Na pocetku fermentacije kada
je koncentracija saharoze u podlozi velika (70-100 g/L) rastu i razmnoZavaju se
osmotolerantni kvasci (poput Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora delbrueckii,
Zygosaccharomyces bailii) (Teoh i sar., 2004). Vremenom, kako se smanjuje koncentracija
Setera a raste koncentracija kiselina, stvaraju se povoljniji uslovu za razvoj
acidotolerantnih  kvasaca koji preuzimaju dominaciju u fermentisanoj tecnosti (npr.
Candida stellata, Torulaspora delbrueckii).

Na osnovu ovih saznanja i poznavanja fizioloskih karakteristika pojedinacnih
izolata iz lokalne cajne gljive (osmotolerantnost, fermentativna sposobnost,
acidotolerantnost), izvrSen je odabir sojeva kvasaca koji su kao starter kulture upotrebljeni
u ovom istrazivanju - Saccharomycodes Iludwigi (oznaka soja 2/1), Saccharomyces
cerevisiae (5/3) 1 Zygosaccharomyces bailii (7/2). Vazan kriterijum u odabiru navedenih
sojeva bilo je vreme za koje dati kvasac zapoc€inje fermentaciju saharoze (Tabela 4). Ova
fizioloska karakteristika izolata kvasaca Cajne gljive je direktno povezana sa vremenom
njihove izolacije 1z originalne cajne gljive - Saccharomycodes Iludwigi drugog,
Saccharomyces cerevisiae petog 1 Zygosaccharomyces bailii sedmog dana kultivacije.

Odabrane sojeve Saccharomycodes ludwigi, Saccharomyces cerevisiae 1
Zygosaccharomyces sp. 1 drugi autori navode kao kvasce Cajne gljive, nezavisno od
lokaliteta gajenja (Roussin, 1996; Liu i sar., 1996; Teoh i sar., 2004). Razlog ovome nije
samo ubikvitarni karakter kvasaca ve¢ fizioloSke osobine navedenih sojeva.
Saccharomycodes ludwigi je osmofilni kvasac (Reiss, 1994; Sievers i sar., 1995),
Saccharomyces cerevisiae je jedan od naj¢eS¢e izolovanih mikroorganizama iz
tradicionalnih  alkoholnih  napitaka, a  Zygosaccharomyces  sp.  (posebno
Zygosaccharomyces bailii) su prisutni u mnogim napicima i hrani, posebno onim sa
niskom vrednos$céu pH i visokim sadrzajem Secera (Liu i sar., 1996).

Tabela 4. Fizioloski test fermentacije saharoze odabranim sojevima kvasaca ¢ajne gljive

§ifra Trajanje fermentacije (dani)
izolata 1 2 3 4 5 6 7 8 11
2/1 - + - - - - - -
5/3 - - - + + - - - -
7/2 - - - - -+ o+ - -
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Kriterijum u odabiru sojeva bakterija sir¢etnog vrenja izolovanih iz autohtone ¢ajne
gljive, kao starter kultura, je bila brzina transformacije etanola u siréetnu kiselinu. Da bi
starter kultura bila $to sli¢nija mikrobioloskom sastavu autohtone ¢ajne gljive, odabrana su
dva soja izolovanih bakterija sa najboljim acidogenim kapacitetom, koja su interno
oznacena kao BSV 5 1 BSV 9. Za izolate je karakteristicno da su sposobni da oksiduju

mle¢nu 1 siréetnu kiselinu do CO, i H,O $to ih verovarno odreduje kao vrste roda
Acetobacter.

4.1.2. Kombuha fermentacija ¢aja echinacea inokulisanog celuloznom
pelikulom ¢ajne gljive

Broj ¢elija kvasaca i1 bakterija sir¢etnog vrenja u podlozi je odreden jedan sat nakon
inokulacije celuloznom pelikulom i bio je reda veli¢ine 10* cfu/mL (Slika 11). Promene
broja celija kvasaca i1 bakterija siretnog vrenja, kao i promene pH 1 titrabilne kiselosti
fermentisane teCnosti, tokom procesa fermentacije zasladenog ¢aja ehinacee inokulisanog
celuloznom pelikulom prikazane su slikama 12 i 13. Celulozna navlaka kombuhe deluje
kao nosa¢ inkorporiranih, fizioloski aktivnih ¢elija kvasaca i bakterija, koje nisu Cvrsto
vezane za celulozna vlakna pelikule jer se vrlo brzo po inokulaciji oslobada znacajan broj

¢elija u podlogu. Ovome sigurno doprinosi i laminarna struktura celulozne pelikule
(Fontana 1 sar., 1991).
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Slika 11. Broj €elija kvasaca 1 bakterija sir¢etnog vrenja u fermentisanoj te¢nosti
inokulisanoj celuloznom pelikulom (kontrolna boca)
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Tokom prva dva dana, u celokupnoj masi podloge inokulirane celuloznom opnom,
doslo je do porasta broja ¢elija kvasaca. Najveci porast broja celija bio je pri dnu suda - sa
4,96 na 6,02 log jedinica. Medutim, tokom dalje fermentacije trend porasta broja celija
odrzao se samo u donjem delu podloge, gde se broj éelija od 10° cfu/mL, postignut nakon
prva dva dana, odrzava do kraja procesa. I dok se u srediSnjem delu podloge broj ¢elija
kvasaca prakti¢no nije menjao u odnosu na pocetnu vrednost, dotle je u povrSinskom delu
nakon 48 h doslo do naglog pada broja ¢elija. Ovo smanjenje broja kvasaca se nastavilo do
kraja fermentacije. ZnaCajano smanjenje broja celija (5,53—4,47 log cfu/mL) u
povrsinskom delu je verovatno posledica “trapovanja” ¢elija kvasaca u navlaku i delovanja
gravitacione sile. Uprkos tome, broj ¢elija kvasaca u povrSinskoj zoni podloge tokom svih
Sest dana kultivacije nije manji od 10* ¢elija/mL.

Pocetni broj celija bakterija siretnog vrenja u celokupnoj podlozi inokuliranoj
celuloznom opnom je bio od 5-7-10% cfu/mL. Za sve vreme kultivacije ¢elije bakterija su
najbrojnije u povrsinskoj delu podloge, gde njihov broj znacajno raste za prva dva dana,
dostizu¢u maksimalnu vrednosti od 2,13-10° cfu/mL. Broj bakterija u sredi$njem i donjem
delu je bio desetostruko manji, ali je 1 tu registrovan stalni porast njihovog broja tokom
kultivacije. Bakterije siréetnog vrenja, pod datim uslovima kultivacije, nakon drugog ili
cetvrtog dana fermentacije se viSe nisu nalazile u stacionarnoj fazi rasta.

Posledica fizioloske aktivnosti cajne gljive tokom kultivacije je pad vrednosti pH i
porast ukupne (titrabilne) kiselosti fermentisane te¢nosti, zbog sinteze organskih kiselina,
pre svega sir¢etne. Dobro je poznato da tokom kultivacije Cajne gljive na crnom caju u
prva 2-3 dana dolazi do znacajnog pada pH fermentisane podloge. Medutim, nakon ovog
perioda vrednost pH fermentisane teCnosti se neznatno menja i pored toga Sto se sinteza
organskih kiselina nastavlja (Chen i Liu, 2000; Sreeramulu 1 sar., 2000; Cvetkovi¢, 2003).
Zato kriticni parametar za pracéenje procesa i za odredivanje zavrSetka fermentacije
zasladenog Caja nije vrednost pH fermentisane tecnosti, ve¢ utrosak titracionog sredstva,
odnosno titrabilna kiselost uzorka (Cvetkovi¢ i sar., 2008).

Vrednost pH pripremljenog zasladenog Caja ehinacee iznosila je 7,5+0,0 da bi
jedan sat nakon inokulacije celuloznom navlakom ona pala na 5,45+0,03. Navlaka svojim
visokim sadrzajem vlage (viSe od 90%) odmah po inokulaciji obavlja ,,zakiSeljavanje*
podloge, odnosno koriguje pH sveze podloge, Cine¢i je tako pogodnom za rast i
razmnozavanje kvasaca (Slika 12).

Po dubini podloge inokulirane celuloznom pelikulom postoje znacajne razlike u
vrednostima pH fermentisane teCnosti (Slika 12). Uzorci iz povrSinskog dela bili su
znacajno nizeg pH u odnosu na odgovarajuce uzorke prikupljene sa vece dubine. Razlog je
Sto su u povrsinskom delu podloge sintetisane daleko najvece koli¢ine organskih kiselina
(Slika 12). Odstupanja u koli¢ini sintetisanih organskih kiselina po dubini podloge bila su
utoliko veca kako fermentacija odmice. Na kraju procesa razlike titrabilne kiselosti za
razli¢ite nivoe podloge bile su 1,7, odnosno 2,5 g/L. U gornjem sloju podloge najvece
kolic¢ine kiselina sintetisane su izmedu drugog i Cetvrtog dana, a u niZim slojevima tokom
poslednja dva dana fermentacije. Promene kiselosti u zoni celulozne opne izmedu Cetvrtog
1 Sestog dana kultivacije Cajne gljive su minimalne (6,98—7,02 g/L), Sto sugeriSe na
ogranicenost porasta kiselosti fermentisane te¢nosti, pod datim uslovima kultivacije.
Zapazanja o limitiranosti biosinteze sir¢etne kiseline tokom duze kultivacije Cajne gljive
izneli su Reiss (1994) i Chen i Liu (2000). Razlog je u inhibiciji fermentativne aktivnosti
kvasaca 1 produkcije etanola (indirektno i siréetne kiseline), verovatno zbog visoke
kiselosti sredine i smanjenja koli¢ine ugljenih hidrata u podlozi. 1z istih razloga nakon
nekoliko dana kultivacije dolazi do opadanja koliCine etanola u fermentisanoj tecnosti.
Tako je Reiss (1994) zabelezio da do pada koncentracije etanola u podlozi sa pocetnih 70
g/L saharoze dolazi nakon Sest dana kultivacije ¢ajne gljive.
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Slika 12. Titrabilna kiselost i pH fermentisane te¢nosti inokulirane
celuloznom pelikulom

Produkcija metabolita i promene kiselosti zasladenog ¢aja su posledica fizioloske
aktivnosti i brojnosti mikroorganizama cajne gljive. Zato su vrednosti hemijskih
parametara uzoraka fermentisane podloge neodvojivi od rezultata mikrobioloskih
odredivanja broja ¢elija kvasaca i bakterija siréetnog vrenja. Kako je ve¢ konstatovano, u
podlozi inokuliranoj celuloznom navlakom, najveca koli¢ina organskih kiselina
registrovana je u povrSinskom delu podloge (u zoni celulozne pelikule). U istoj zoni je
tokom prva dva dana kultivacije ¢ajne gljive zabelezen intezivan rast i razmnozavanje
¢elija kvasaca (Slika 11). Posledica fizioloske aktivnosti celija kvasaca (invertazne i
fermentativne) je prisustvo glukoze, fruktoze i etanola u podlozi. Ova jedinjenja celije
bakterija sir¢etnog vrenja lako usvajaju, ¢ime su stvoreni preduslovi za njihovo razvice.
Zato je njihov broj daleko najvec¢i u povrSinskom delu podloge inokulirane celuloznom
opnom, koja je ujedno i zona najvece kiselosti. MoZe se pretpostaviti da visoka kiselost
dela podloge pod celuloznom pelikulom dodatno uti¢e na smanjenje broja ¢elija kvasaca u
povrsinskoj zoni posle dva dana kultivacije.

4.1.3. Kombuha fermentacija ¢aja od echinacea inokulisanog starter
kulturama ¢ajne gljive

Upotreba Cistih kultura kvasaca i bakterija sir¢etnog vrenja (kao starter kultura) bi
omogucila striktnu kontrolu fermentacionog procesa, skra¢ivanje vremena fermentacije i
dobijanje napitka kontrolisanog hemijskog i mikrobioloskog kvaliteta. Upotrebom starter
kultura obezbedilo bi se i1 dobijanje zdravstveno bezbednog napitka jer je iskljucena
mogucénost kontaminacija radne kulture mikotoksikogenim plesnima i kvascima. Takode,
koriS¢enje starter kulture je 1 potencijalno reSenje problema inokulacije podloge za ¢ajnu
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gljivu u industrijskim uslovima. Naime, u industrijskim uslovima proizvodnje kombuhe
inokulacija celuloznom pelikulom je neprakti¢na (prenoSenje pelikule veée mase iz
reaktora u reaktor) i rizicna (opasnost od kontaminacije), a inokulacija fermentisanom
te¢noS¢u (majom) iz prethodne SarZe je ekonomski neisplativa, jer na taj nacin oko 10%
proizvoda biva “zarobljeno”.

Prilikom definisanja starter kultura za inokulaciju zasladenog caja poslo se od
radne hipoteze da kritiCni parametar inokuluma predstavlja broj ¢elija izolovanih sojeva
kvasaca i bakterija siréetnog vrenja u suspenzijama za inokulaciju. Preliminarna ispitivanja
su pokazala da postoji uzajamna zavisnost izmedu broja celija navedenih grupa
mikroorganizama tokom kombuha fermentacije. Pocetni broj ¢elija kvasaca i bakterija
sirCetnog vrenja se ne moze proizvoljno odabrati, jer postoji opasnost da proces
fermentacije zasladenog c¢aja krene u nezeljenom pravcu usled fizioloske aktivnosti i
brojnosti ¢elija kvasaca. Posledica toga je dobijanje kombuhe sa povecanom koli¢ina
etanola koja svojim neprijatnim mirisa i ukusom, usled autolize ¢elija kvasaca, podseca na
loSe vino.

Na osnovu prethodnih istrazivanja o inicijalnom broju ¢elija starter kultura kvasaca
i bakterija siretnog vrenja i literaturnih podataka o broju kvasaca i bakterija u
fermentisanoj podlozi tokom kultivacije ¢ajne gljive (Cvetkovi¢, 2003; Teoh i sar., 2004),
pretpostavljeno je da je za uspeSnu fermentaciju potreban pocetni broj ¢elija kvasaca od
10° cfu/mL, a broj bakterija siréetnog vrenja od 10° cfu/mL. IstraZivanja su pokazala da je
broj celija bakterija siréetnog vrenja kritiCan, a na slici 13 prikazana je promena broja
¢elija kvasaca i bakterija siréetnog vrenja u ogledu u kojem je pocetni broj kvasaca i
bakterija u podlozi bio reda veli¢ine 10’ éelija/mL. Pod ovim uslovima je fermentacija
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Slika 13. Promene broja Celija, titrabilne kiselosti i pH fermentisane te¢nosti sa inicijalnim
brojem éelija kvasaca i BSV od 10° cfu/mL
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podloge bila spora, tj. u podlozi nisu produkovane dovoljne koli¢ine kiselina usled
nedovoljne aktivnosti BSV, ¢iji je broj za 48 h pao za 3 log jedinice. Uprkos §to je petog
dana fermentacije podlozi dodata nova suspenzija bakterija sirCetnog vrenja, §to je razlog
porasta broja ¢elija BSV na slici 13, bilo je potrebno €ak trinaest dana kako bi ukupna
kiselost fermentisane te¢nosti dostigla vrednost nesto manju od 3 g/L.

Rezultati odredivanja koli¢ine glavnih metabolita ¢ajne gljive — siréetne kiseline 1
etanola tokom navedene fermentacije najbolje pokazuju u kom se pravcu odvijao proces
(Tabela 5). Tokom celokupne fermentacije zabelezen je porast koli¢ine etanola u
transformisanoj podlozi do vrednosti od oko 25,5 g/L; istovremeno je krajnji sadrzaj
siretne kiseline bio svega 1,49 g/L. Na osnovu akumulacije etanola u fermentacionoj
teCnosti moze se zakljuciti da su kvasci svojom fizioloSkom aktivno$éu dominirali tokom
procesa, $to je pokazalo 1 odredivanje njihovog broja (Slika 13). Oc¢igledno da je broj ¢elija
kvasaca, pripremljenih kao starter kultura, od 10° ¢éelija/mL dovoljan za uspe$nu
fermentaciju zasladenog caja. Medutim, isti broj ¢elija bakterija siréetnog vrenja je
nedovoljan za efikasnu transformisanje podloge u kombuha napitak. Veliki pad broja ¢elija
bakterija sir¢etnog vrenja posle Sestog dana procesa (Slika 13) je verovatno posledica
nepovoljnih uslova sredine za njihov razvoj zbog visoke koncentracije etanola. Da bi
enzimska oksidacija etanola u podlozi tekla optimalno, bakterijama siréetnog vrenja kao
striktnim aerobima su potrebne dovoljne koli¢ine kiseonika; u uslovima nedovoljne
koli¢ina kiseonika, a velike koncentracije siréetne kiseline i etanola, bakterije siréetnog
vrenja ne mogu da prezive.

Tabela 5. Promene sadrZaja glavnih metabolita Cajne gljive, odredene HPLC
metodom, tokom kombuha fermentacije sa inicijalnim brojem ¢elija kvasaca i BSV
od 10° cfu/mL

Trajanje fermentacije (dani)

0 2 4 6 8 10 13
Etanol (g/L) 03325 0,7399 24136 67949 159606 23,5712 255028
Siréetna 03643 02511 04656 08443 13122 12325 14908
kiselina (g/L)

Definisan broj ¢elija kvasaca od 10° ¢elija/mL i bakterija siréetnog vrenja od 10°
¢elija/mL u podlozi za kultuvaciju od Caja ehinacee, postignut je dodavanjem odgovarajuce
zapremine suspenzija pripremljenih starter kultura. Tabela 6 prikazuje broj ¢elija kvasaca i
bakterija sir¢etnog vrenja u suspenzijama za inokulaciju koje su pripremljene u fazi
predinokulacije. Uslovi predinokulacije starter kultura kvasaca i1 bakterija (podloga,
mesanje, duzina trajanja) moraju biti takvi da obezbede da ¢elije budu u fazi aktivnog rasta
1 adaptitirane na uslove podloge za kultivaciju.

Tabela 6. Broj ¢elija starter kultura ¢ajne gljive u suspenzijama za inokulaciju (x4+SD)

Tip mikrorganizma oznaka izolata 10°* cfu/mL
2/1 0,87+0,3
Kvasci 5/3 3,23+0,07
7/2 1,54%0,02
BSV'5 2,01+0,11

Babkterije siréetnog vrenja BSV 9 1,46%0,13
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Pocetni broj ¢elija kvasaca i bakterija siréetnog vrenja u podlozi za kultivaciju
odreden je 60 min nakon inokulacije starter kulturama. Rezultati ove analize su potvrdili da
je u celokupnoj masi podloge postignut zeljeni inicijalni broj ¢elija kvasaca i bakterija
sir¢etnog vrenja (Slika 14).
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Slika 14. Broj ¢elija kvasaca 1 bakterija siréetnog vrenja u fermentisanoj teCnosti
inokuliranoj starter kulturama

Promene mikrobioloskih i hemijskih parametara tokom fermentacije zasladenog
¢aja ehinacee, koji je inokulisan starter kulturom, prikazuju slike 14 1 15. U podlozi sa
starter kulturama celije kvasaca su tokom kultivacije dominantno rasporedene u donjem
delu podloge (Slika 14), gde njihov broj ostaje gotovo konstantan i ne manji od 10° cfu/mL
fermentisane te¢nosti (manji pad broja Celija je zabelezen izmedu drugog i ¢etvrtog dana).
Broj ¢elija kvasaca u povrSinskom 1 srediSnjem delu podloge je u zavisnosti od perioda
fermentacije za 10-100 puta manji od navedenog broja. Ovo se moZe objasniti
flokulentnim karakteristikama ¢elija kvasaca i njihovim odnosom prema kiseoniku. Za rast
1 razmnoZzavanje ¢elija kvasaca neophodan je kiseonik i odgovaraju¢a koncentracija izvora
ugljenika; u suprotnom je metabolizam celija kvasaca ograni¢en na fermentaciju, a
reprodukivnost ¢elija minimalna.

Bakterije sir¢etnog vrenja, iako striktni aerobi, su u podlozi inokuliranoj starter
kulturama bile ravnomerno rasporedene u celokupnoj zapremini podloge, tokom svih Sest
dana kultivacije (Slika 14). Pocetni broj ¢elija bakterija sir¢etnog vrenja reda veli¢ine od
10° cfu/mL fermentisane tenosti se odrzavao tokom ¢itavog perioda kultivacije, uz manji
pad broja ¢elija u poslednja cetiri dana kultivacije. Ovaj rezultat upucuje na konstataciju da
tokom procesa u fermentisanoj tecnosti postoji podjednak broj vitalnih Celija bakterija
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sir¢etnog vrenja, a da je njihova fizioloska aktivnost prevashodno uslovljena raspolozivim
koli¢inama rastvorenog kiseonika.
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Slika 15. Vrednost pH 1 titrabilna kiselost fermentisane te¢nosti inokulirane starter
kulturama

Vrednosti pH uzoraka fermentisane podloge inokulirane starter kulturama (Slika
15) se minimalno razlikuju tokom kultivacije (pH zasladenog caja ehinacee nakon
inokulacije starter kulturama bio je 6,44+0,02). Ovi podaci, uz rezultate odredivanja
titrabilne kiselosti, upucuju da je biotransformacija zasladenog ¢aja echinacee inokuliranog
starter kulturama bila ravnomerna. Tokom kultivacije, u svim zonama podloge, postoji
stalni porast titrabilne kiselosti do maksimalnih vrednosti od 5-5,1 g/L (Slika 15). Nesto
vece koli¢ine kiselina u povrSinskom delu podloge sa starter kulturama, u odnosu na
ostatak podloge, su sintetisane izmedu prvog i drugog dana fermentacije (razlika od oko
0,55 g/L), $to se moze pripisati vecoj koli¢ini dostupnog kiseonika u povrSinskom delu
podloge. Generalno je najveéi porast titrabilne kiselosti u podlozi sa starter kulturama
zabelezen izmedu Cetvrtog 1 Sestog dana fermentacije. Tokom istog perioda je zabeleZen i
porast ukupnog broja ¢elija kvasaca (Slika 14).

I pored toga Sto je broj kvasaca u podlozi sa starter kulturama neravnomerno
rasporeden, njena transformacija se odvijala ravnomerno u citavoj masi, kao S$to to
pokazuju rezultati odredivanja titrabilne kiselosti podloge. Ocigledno je da manji broj
éelija kvasaca u povriinskom delu podloge sa starterima (10* cfu/mL) nije limitirajuci
faktor fermentativnog procesa. Pored broja celija kvasaca i bakterija siréetnog vrenja (¢iji
je broj priblizno isti u svim nivoima podloge), limitiraju¢i faktor stati¢ne kultivacije ¢ajne
gljive je 1 rastvoreni kiseonik, koji je neophodan za rast i razmnoZavanje bakterija kao
striktnih aeroba. Na osnovu ujednacnog sadrzaja titrabilne kiselosti u svim nivoima
podloge inokulisane starter kulturama, kao 1 broja celija, moze se pretpostaviti da su
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bakterijama siréetnog vrenja na raspolaganju priblizno iste koli¢ine kiseonika u podlozi.
Verovatno je distribucija atmosferskog kiseonika u podlogu sa starter kulturama tokom
prvih dana kultivacije dobra zbog odsustva celulozne pelikule. Celulozna masa ("Cajna
gljiva") koja se koristi prilikom tradicionalne inokulacije, s jedne strane ograniava
difuziju vazdusnog kiseonika u podlogu, a sa druge spreCava izlazak ugljendioksida
pojacavajuci tako anaerobioznost podloge. Imajuci ovo u vidu moZze se pretpostaviti da je
nacin inokulacije glavni razlog dominantnosti celija bakterija siretnog vrenja u
povrSinskom delu podloge koja je inokulirana celuloznom opnom.

Manji broj ¢elija kvasaca u povrSinskom delu podloge inokulirane celuloznom
pelikulom, u odnosu na povrsinski deo podloge sa starter kulturama, nije limitiraju¢i za
proces fermentacije zasladenog ¢aja, imaju¢i u vidu vrednosti titrabilne kiselosti zona.
Medutim, treba imati u vidu da i u samoj pelikuli verovatno postoji i veci broj celija
kvasaca i bakterija siretnog vrenja, koje mogu da ispolje metabolicku aktivnost u
povrSinskom delu podloge. Teoh i saradnici (2004) su utvrdili da se u celuloznoj pelikuli
nalazi ve¢i broj ¢elija kvasaca u odnosu na fermenacionu tecnost. U njihovom istrazivanju
se broj éelija kvasaca u te¢nosti tokom dvonedeljne kultivacije kretao u opsegu od 10* do
10° ¢elija/mL, dok je broj ¢elija u pelikuli, za svaku od &etiri ispitane kulture &ajne gljive,
tokom fermentacije bio konstantan u rasponu od 10°-10% ¢elija/g vlazne pelikule, u
zavisnosti od ispitanog uzorka (Teoh i sar., 2004).

Kako za podlogu inokuliranu na tradicionalan nacin (Slika 12), tako 1 za podlogu
inokulisanu starter kulturama (Slika 15), minimalan porast kiselosti je zabelezen u prva 24
h kultivacije. Ovakav rezultat je razumljiv imajuc¢i u vidu da je radnoj kulturi potrebno
vreme da se prilagodi na nove uslove sredine (posebno visoku koncentraciju Secera), da
intenzivira produkciju invertaze, hidrolizuje saharozu 1 sintetiSe etanol. Uz to, ispitivanje
fermentativnih karakteristika izolata kvasaca Cajne gljive koji su kao starter kulture
upotrebljeni u ovom radu, je pokazalo da pojedinacno Saccharomycodes Iludwigi,
Saccharomyces cerevisiae 1 Zygosaccharomyces bailli ne fermentiraju saharozu u prva 24
h kultivacije (Markov i sar., 2001).

Tokom prvog dana kultivacije u podlozi sa starter kulturama je doslo do
znaCajnijeg porasta kiselosti (od 0,05 na 0,35 g/L) u poredenju sa tradicionalnom
kombuhom (0,4—0,55 g/L racunato na povrsinski deo podloge). Razlog je taj Sto su u
slucaju inokulacije starter kulturama upotrebljene fizioloski aktivnije Celije radne kulture u
odnosu na mikroorganizme imobilisane u/na celuloznoj pelikuli. Celulozna pelikula
upotrebljena za inokulaciju poti¢e iz znatno kiselije sredine (iz fermentisane tec¢nosti
prethodne kultivacije), tako da je ¢elijama potrebno da se prilagode na uslove sredine u
novo pripremljenom medijumu. Celije ¢ajne gljive, nasav§i se u sredini sa velikom
koncentracijom saharoze (70-100 g/L), dozivljavaju osmotski stres §to za neko vreme
odlaze njihovu punu metaboli¢ku aktivnost.

4.1.4. Distribucija glavnih metabolita ¢ajne gljive u fermentisanoj teCnosti

Da bi se kompletnije sagledala dinamika procesa i aktivnost radne kulture, u
uzorcima fermentisane teCnosti sa razli¢itih dubina reaktora, su po zavrSetku kultivacije
(nakon 6 dana) odredeni sadrzaji saharoze, D-glukoze, D-fruktoze, sir¢etne kiseline, D-
glukonske kiseline 1 etanola (Tabele 7 1 8). Navedena jedinjenja su odredena i u kombuha
napicima koji su pripremljeni filtracijom celokupne fermentisane te¢nosti (uzorak K,
odnosno S).
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S obzirom da bakterije siréetnog vrenja ne mogu da usvoje saharozu, brzina
fermentacije zasladenog Caja zavisi od fizioloSkih karakteristika kvasaca Cajne gljive,
odnosno od brzine njihovog prilagodavanja na svezu podlogu i brzine hidrolize saharoze.
Celije kvasaca invertazom ekstracelularno hidrolizuju saharozu, a glukozu i fruktozu
fermentativno metaboliSu produkujuéi etanol.

Tabela 7. Hemijski sastav fermentisane te¢nosti (g/L) inokulisane celuloznom pelikulom

uzorak saharoza D-glukoza | D-fruktoza “Z;Z:.ZZ D-iﬁg‘fl?:;ka etanol
gornji sloj 1,1217 22,1958 22,1688 4,7919 1,4004 3,2364
srednji sloj 1,4025 25,2186 25,8201 3,2840 1,0124 3,7662
donji sloj 1.4771 25,4777 26,3418 3,2775 0,615 2,4302
K 1.3130 24,5277 24,2553 3,3133 0,9651 3,1245

K-kombuha dobijena na tradicionalan nacin

Literaturni podaci o koli¢inama ugljenih hidrata u fermentisanoj podlozi tokom
kultivacije Cajne gljive su razliciti, Sto se pripisuje autenti¢nosti radne kulture i razli¢itim
uslovima kultivacije. Sievers 1 saradnici (1995) su u fermentisanoj podlozi nakon 8 dana
fermentacije registrovali 25 g/L glukoze, 15 g/L frutoze i 25 g/L saharoze (pocetna
koli¢ina saharoze je bila 70 g/L), a Chen i1 Liu (2000) nakon 20 dana fermentacije podloge
sa poc¢etnom koncentracija saharoze od 100 g/L, koli¢ine od oko 10 g/L glukoze, 20 g/L
fruktoze 1 50 g/LL saharoze Kod vecine autora krajnji sadrzaj glukoze i1 fruktoze u
fermentacionoj teCnostima je razlicit, $to ukazuje na razli¢ite puteve metabolizma ova dva
monosaharida u ¢elijama ¢ajne gljive (Chen 1 Liu, 2000).

Rezultati o koli¢ini glukoze i fruktoze u fermentisanoj tecnosti inokuliranoj
celuloznom pelikulom (Tabela 7) priblizno odgovaraju vecini literaturnih podataka, ali su
zato vrednosti preostale koli¢ine saharoze u fermentisanoj tecnosti znatno manje. Ovo je
pokazatelj da autohtona kultura upotrebljena u ovom istrazivanju ima izuzetnu invertaznu i
fermentativnu aktivnost i sposobnost prilagodavanja uslovima sa visokom koncentracijom
Secera. Prethodna HPLC analiza medijuma tokom kultivacije autohtone ¢ajne gljive na
zasladenom crnom c¢aju, pokazala je da do hidrolize saharoze dolazi ve¢ za 24 ili 48 h
(Cvetkovi¢, 2003). Transformacija zasladenog caja u kombuhu ovakvom kulturom je
efikasna, ¢ime je obezbedeno dobijanje napitka optimalne kiselosti za krace vreme
fermentacije.

Tabela 8. Hemijski sastav fermentisane tecnosti (g/L) inokulisane starter kulturom

uzorak saharoza D-glukoza | D-fruktoza ‘;;;ZZZZ D-‘%:ekl?:;ka etanol
Gornji sloj 0,7987 16,6684 14,4315 3,6587 0,3501 10,1151
srednji sloj 0,8183 16,7548 14,6053 3,5943 0,3406 12,1279
Donji sloj 0.8206 17,9283 14,5526 3,6192 0,3292 10,6134
S 0,8161 17,1866 14,6053 3,6314 0,3122 10,9646

S-kombuha dobijena starter kulturama

U fermentisanoj podlozi inokuliranoj celuloznom pelikulom najmanje koli¢ine
glukoze i fruktoze (manje za preko 3 g/L u odnosu na ostatak podloge) registrovane su u
gornjem sloju medijuma. Kako su rezultati hemijskih i mikrobioloskih merenja pokazali, u
povrsinskom delu podloge inokulirane na tradicionalan nacin, se najbrze obavlja
transformacija zasladenog ¢aja, zbog Cega je ova zona najvece kiselosti. S druge strane, u
celokupnoj masi podloge inokulirane starterima (Tabela 8) dobijene su priblizno iste
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vrednosti saharoze, D-glukoze i D-fruktoze. Istovremeno, ove vrednosti su znatno nize od
onih koje su dobijene za tradicionalnu kombuhu i upravo su onakve kakva je i bila
biotransformacija podloge starter kulturama - brza i ravnomerna po ¢itavoj zapremini.
Zanimljivo je da se, za razliku od podloge sa celuloznom opnom, u podlozi sa starter
kulturama nalaze manje koli¢ine fruktoze od glukoze, Sto sugeriSe na zakljucak da se
fruktoza brZze usvaja od glukoze. Ovu pojavu su zabelezili 1 drugi istrazivaci (Sievers 1
sar., 1995). Uostalom za neke vrste kvasaca, poput Zygosaccharomyces sp., je dokazano da
brze usvajaju fruktozu od glukoze (Barnett, 1997).

U fermentisanoj teCnosti, nakon Sestodnevne kultivacije ¢ajne gljive, preostaje
izvesna koli¢ina glukoze i fruktoze kao potencijalnih izvora ugljenika, tako da proces dalje
fermentacije nije limitiran sadrzajem ugljenih hidrata. Medutim, dalja fermentacija je
nepotrebna jer bi se njome dobio napitak izuzetne kiselosti, koji je manje podesan za
konzumaciju.

Najveca koli¢ina etanola u podlozi inokuliranoj celuloznom pelikulom dobijena je
za uzorke iz sredis$njeg dela podloge - 3,77 g/L. Razlog §to najveca koli¢ina etanola nije u
povrSinskom delu podloge, kao zoni najvece kiselosti, je u tome $to u duzoj kultivaciji,
zbog niskog pH i male koncentracije izvora ugljenika u podlozi, dolazi do slabljenja
fermentativne aktivnosti kvasaca (Flanzy, 1998), ¢ime je produkcija etanola smanjena. S
druge strane se, uprkos visokoj kiselosti podloge, nesmetano odvija oksidacija etanola u
sirCetnu kiselinu delovanjem bakterija siréetnog vrenja. Izuzetna otpornost prema
kiselinama je jedna od osnovnih karakteristika bakterija siréetnog vrenja (Entani i sar.,
1985).

Literaturni podaci o koli¢ini etanola u fermentisanoj podlozi inokuliranoj na
tradicionalan nacin su razliiti. Reiss (1994) je u podlozi sa inicijalnih 70 g/L saharoze
registrovao 3,3 g/L etanola nakon pet dana kultivacije, a Sievers i saradnici (1995) su
koli¢inu etanola od 3,6 g/L detektovali nakon 10 dana. Blanc (1996) je u podlozi sa
pocetnih 100 g/L saharoze maksimalnu koli¢inu etanola od 1,34 g/L dobio nakon 5 dana
fermentacije. Rezultati o koli€ini etanola u uzorcima tradicionalno inokulirane podloge
(Tabela 7) pokazuju da se vrednosti od preko 3 g/L etanola postizu nakon Sest dana
kultivacije Cajne gljive na zasladenom ¢aju ehinacee, $to govori o izuzetnoj fizioloskoj
aktivnosti kvasaca autohtone kulture.

Koli¢ine etanola u wuzorcima podloge fermentisane starter kulturama i
odgovaraju¢em kombuha napitku, znatno su vece i iznose preko 10 g/L fermentisane
podloge. Objasnjenje za visok sadrzaj etanola i manje koli¢ine ugljenih hidrata u podlozi
inokuliranoj starter kulturama je u izuzetnoj fizioloskoj aktivnosti €istih kultura (pre svega
sojeva kvasaca), koje su u fazi predinokulacije umnozene i adaptirane na podlogu sa
saharozom. Upotreba starter kultura u fermentativhnim procesima upravo podrazumeva
primenu fizioloski aktivnih celija, koje ¢e omoguciti efikasnu transformaciju podloge,
strogu kontrolu procesa i dobijanje finalnog proizvoda za krace vreme.

Sir¢etna kiselina tokom kultivacije ¢ajne gljive nastaje enzimskom oksidacijom
etanola na spoljasnjosti ¢elijske membrane bakterija siréetnog vrenja (Acetobacter sp. i
Gluconobacter sp.). Bakterije roda Acetobacter (ali ne 1 Gluconobacter sp.) mogu da
oksiduju dalje siréetnu kiselinu u ciklusu trikarbonskih kiselina, ali se ovaj proces ne
odvija sve dok u spoljasnjoj sredini postoji slobodan etanol koji inhibira enzime ciklusa
(Divies i Cachon, 1998). Rezultati titrabilne kiselosti u fermentisanim podlogama (Slike 12
1 15) 1 rezultati o koli¢ini siréetne kiseline (Tabele 7 i1 8) potvrduju da je sir¢etna kiselina
dominantna organska kiselina kombuhe. Glukonska kiselina, koja nastaje oksidacijom
glukoze na spoljasnjoj celijskoj membrani bakterija siréetnog vrenja (Divies 1 Cachon,
1998), je po zastupljenosti u kombuhi odmah iza sir¢etne kiseline. Zanimljivo je da veéinu
glukoze bakterije sir¢etnog vrenja metaboliSu u glukonsku kiselinu i celulozu, a da se
fruktoza iz medijumu metaboliSe u siréetnu kiselinu (Reiss 1994; Chen i Liu, 2000). Za
razliku od siréetne kiseline, Cija je sinteza limitirana u produzenoj kultivaciji ¢ajne gljive
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usled slabljenja fermentativne aktivnosti kvasaca, sinteza glukonske kiseline je neometana.
Tokom duze kultivacije bakterije sir¢etnog vrenja su dodatno primorane da, zbog smanjene
koli¢ine ugljenih hidrata u podlozi, kao izvor ugljenika koriste i samu siréetnu kiselinu.
Zato glukonska kiselina tokom duze kultivacije ¢ajne gljive sve viSe u€estvuje u ukupnoj
kiselosti kombuha napitka.

Poznat kvantitativni i kvalitativni sastav jedinjenja nastalih tokom kultivacije ¢ajne
gljive omogucava da se izracuna maseni bilans C atoma: (g supstrataxbroj C atomax12)/M
supstrata. Izra¢unavanjem masenog bilansa C atoma za kombuhu dobijenu pomocu starter
kultura, dobijena je razlika od preko Cetiri jedinice u odnosu na pocetnu vrednost. Ovim
proracunom je obuhvacena masa dobijene celulozne pelikule od 1,4295 g (s.m.), kao 1
izracunata koli¢ina dobijenog CO,. Kada se uzme u obzir da je ovakvim proracunom
zanemaren gubitak mase podloge nastao isparavanjem, relativno velika razlika u
materijalnom bilansu C atoma se jedino moZe objasniti anabolizmom izvora ugljenika.
Povecanje broja ¢elija kvasaca 1 bakterija sir¢etnog vrenja, odnosno biomase kulture tokom
kultivacije Cajne gljive, je nemoguée bez utroSka izvora energije i izvora ugljenika.
Pretpostavka da se za deobu ¢elija i njihov rast troSe rezervne materije iz starter kulture je
manje verovatno. Ovakav stav je u suprotnosti sa konstatacijom Sievers i saradnika (1995)
po kojoj, tokom kultivacije ¢ajne gljive na crnom c¢aju, ne dolazi do anabolizma izvora
ugljenika; u proracunu navedenih autora ne postoji gubitak C atoma. Uz to, u ovim
proracunima je zanemareno prisustvo primesa u pelikuli koja se tako smatra Cistom
celulozom, a novija istrazivanja (Murugesan i sar., 2005) pokazuju da masa ¢ajne gljive,
sintetisana tokom fermentacije crnog Caja, sadrzi oko 180 g/kg (s.m.) proteinskih materije,
44 g/kg sirovih lipida i oko 980 g/kg vlakana.

4.1.5. Senzorna ocena kombuha napitaka od ehinacee

Po zavrSetku kombuha fermentacije zasladenog Caja ehinacee, obe fermentisane
tecnosti su profiltrirane kroz sloj kiselgura, kako bi se pripremili napici za konzumaciju i
senzorno ispitivanje. Naplavnom filtracijom se znacajno redukuje broj celija kvasaca 1
bakterija sir¢etnog vrenja (do stotine ¢elija po mL napitka) i dobija potpuno bistar napitak.
Krajnji efekat ovakvog tretmana je povecanje stabilnosti i odrzivosti kombuhe (Cvetkovi¢,
2003). Iako je postojala velika razlika u titrabilnoj kiselosti uzoraka fermentisane te¢nosti
sa razliCitih nivoa podloga inokuliranih navlakom 1 starter kulturama, kiselost dobijenih
kombuha napitaka se razlikovala za 0,31 g/L. Titrabilna kiselost kombuhe dobijene
koriséenjem starter kulturama je bila 5,07+0,015 g/L, a kiselost napitka dobijenog na
tradicionalan nacin 4,76+0,025 g/L.

Ocene c¢lanova komisije, koji su senzorno analizirali pripremljene kombuha napitke
su prikazane tabelom 9. Kombuha pripremljena pomocu starter kultura je po vecini
parametara bila bolje ocenjena od kombuhe pripremljene na uobicajen nacin, pri ¢emu
dobijeni rezultati senzornog ocenjivanja pokazuju statisticki znacajno odstupanje
(p>0,05%) za miris i kiselost napitaka.

Caj ehinacee nema izrazenu aromu koja bi doprinela dodatnom kvalitetu kombuhe
iz ugla senzornih karakteristika. Odabiru €aja, ili prave kombinacije ¢ajeva za kultivaciju
Cajne gljive treba posvetiti posebnu paznju. Dodatkom nekog aromaticnijeg Caja u
kombinaciji sa herbom echinacee verovatno bi se dobio napitak jo$§ boljih senzornih
svojstava, koji ne bi izgubio od svoje lekovitosti.
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Tabela 9. Senzorna evaluacija kombuha napitaka od ¢aja ehinacee

senzorni tradicionalna kombuha dobijena
pokazatelj kombuha starter kulturama
miris 2,22+0,22*% a 1,77£0,32 b
ukus 1,77+£0,22 b 240,28 ab
kiselost 1,66+0,23 b 2,224+0,22 a
slatkost 1,77+£0,22 b 2,11+£0,20 b
opsti utisak 1,88+0,20 ab 2,11£0,26 ab

*- Xgrx SE (p<0,05). Medu vrednostima koje su oznacene istim slovom nema
signifikantnih razlika

4.2. BioloSka aktivnost kombuha napitaka

U ovom delu su izneti rezultati ispitivanja antimikrobne, antioksidativne i
antiproliferativne aktivnosti kombuha napitaka od crnog ¢aja, ¢aja ehinacee i rtanjskog
Caja. Prikazani rezultati se odnose na konzumne kombuha napitke, tj. napitke ¢ija je
titrabilna kiselost od 3,54 g/L. Dosadasnja istrazivanja bioloske aktivnosti kombuhe od
crnog Caja (pre svih antimikrobnih efekata) se odnose na napitke ¢ija je kiselost bila 2-3
puta vec¢a u odnosu na vrednosti koje su konzumenti ocenili kao najprihvatljivije. U slucaju
prethodnih ispitivanja antimikrobne aktivnosti kombuhe, siréetna kiselina je oznacena kao
nosilac antimikrobne aktivnosti, tako da kiselost napitka direktno uti¢e na nivo aktivnosti
kombuhe (Greenwalt i sar., 1998; Guttapadu i sar., 2000). Rezultati ispitivanja kombuha
napitaka od chinacee i rtanjskog Caja su trebali da pokazu da 1i napici dobijeni
fermentacijom ovih lekovitih biljaka imaju izraZenije bioloske efekte u odnosu na
tradicionalnu kombuhu od crnog ¢aja.

Rezultati ispitivanja antiproliferativne aktivnosti kombuha napitaka od crnog i
rtanjskog Caja su posebno znacajni imaju¢i u vidu da u literaturi nema podataka o
ispitivanjima ovakvog tipa. Ispitivanje antiproliferativne aktivnosti i mutagenih efekata su
preduslov za opsezno klinicko istrazivanja terapeutskih efekata kombuha napitaka.

4.2.1. Antimikrobna aktivnost kombuhe od crnog ¢aja, rtanjskog ¢aja i ¢aja
ehinacee

Antimikrobna aktivnost konzumnih kombuha napitaka od crnog i rtanjskog caja i
¢aja chinacee je ispitana u cilju utvrdivanja nosilaca antimikrobne aktivnosti napitaka i
uticaja samih Cajeva na aktivnost kombuhe. Rezultati ne pokazuju samo terapeutski efekat
kombuha napitaka, ve¢ su i merilo potencijalnih rizika od kontaminacije Cajne gljive,
odnosno napitaka mikroorganizmima iz okruzenja. Zato su kao test mikroorganizmi u
ispitivanju, pored referentnih sojeva bakterija, kvasaca i plesni, upotrebljeni i sojevi
izolovani iz okruzenja (vrste rodova Bacillus, Rhodotorula, Penicillium 1 Aspergillus), ili
klinickog materijala (Candida pseudotropicalis).

Da bi se utvrdila osetljivost sojeva bakterija, kvasaca i plesni upotrebljenih u
ispitivanju antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka, uradeni su antibiogram testovi sa
standardnim antimikrobnim supstancama. Tabela 10 prikazuje rezultate delovanja
antibiotika penicilina, ceftriaksona, imipenema, amoksicilina i amikacina na bakterijske
test sojeve.
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Tabela 10. Dejstvo antibiotika na bakterijske test sojeve (Xg = SD)

*

Mikroorganizam P CRO IPM AX AK
Salmo_ngl{a 16:0,0 23+0,0 21+1,0 17+0,0 18+0,0
enteritidis
Proteus 34,33+0,58 40£0,0  30,67+0,58 26,33 0,58 22+0,0
mirabilis
Bacillus sp. 34+0,0 31+0,0 41,33+0,58 29+0,0 45,33+0,58
Pseudomonas 23+1,0 27+1,0 44+1,0 22,67+1,15 34,67+0,58
aeruginosa
Staphylococcus 32.67+1,15 2240,0 37+1,0 28+0,0 22,33+0,58
aureus
S;’;;’Z" 38+0,0 4740,0  59,67+0,58  56,67+0,58 40+0,0
Eschceor;;hla 10+0,0 2840,0  27,67+0,58  2133+1,15  17,67+0,58

*penicilin (P), ceftriakson (CRO), imipenem (IPM), amoksicilin (AX) i amikacin (AK).

Bakterijski sojevi su u razli¢itoj meri ispoljili osetljivost na upotrebljene
antibiotike. Patogene gram negativne bakterija Salmonella enteritidis 1 Escherichia coli se
na osnovu zone inhibicije (<22 mm) mogu definisati kao rezistentni, ili umereno osetljivi
sojevi na upotrebljene antibiotike (Suvajdzi¢, 2004). S druge strane, najvecu osetljivost
pokazale su gram pozitivne bakterije Bacillus sp. i Sarcina lutea.

Osetljivost test sojeva kvasaca 1 plesni na antimikotike ketokonazol, amfotericin-B
1 nistatin je bila razli¢ita (Tabela 11). Najvecu osetljivost testirani sojevi kvasaca i plesni su
pokazali prema polienskom antimikotiku nistatinu koji je prvi izbor u terapiji povrSinskih
mikoza.

Tabela 11. Dejstvo antimikotika na test sojeve kvasaca i plesni (X £ SD)

Mikroorganizam KT" AP NS
Penicillium 21,67+0,58 15+ 0,0 33,67+0,58
aurantiogriseum
Aspergillus niger 13,67 £0,58 15+1,73 21,67 £0,58
Aspergillus flavus 19,33 £1,15 13+0,0 21+0,0
Candida 19+ 0,0 10,67 £ 0,58 21400
pseudotropicalis
Saccharomyces 15+0,0 14,33 + 0,58 30,33+ 0,58
cerevisiae
Rhodotorula sp. 25+0,0 10,33 £ 0,58 28 +0,0

*ketokonazol (KT), amfotericin-B (AP), nistatin (NS)

Rezultati ispitivanja antimikrobne aktivnosti kombuhe od crnog caja titrabilne
kiselosti od 3,55+0,03 g/L i odgovarajucih kontrolnih uzoraka prikazani su tabelom 12.
Najizrazeniju antimikrobnu aktivnost pokazali su kombuha od crnog ¢aja i rastvor siréetne
kiseline. Stepen njihovog inhibitornog delovanja je gotovo identican za sve test
mikroorganizme, izuzev patogene bakterije Staphylococcus aureus, kod koje je izostalo
baktericidno delovanje rastvora siréetne kiseline. Nijedan od uzoraka nije ispoljio
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antimikrobno delovanje na vrstu S. lutea uprkos osetljivosti ove bakterije na antibiotike
(Tabela 10).

Kombuha od crnog ¢aja i njoj odgovaraju¢i kontrolni uzorci nisu delovali na
mikroorganizme sa eukariotskim tipom celija - kvasce Rhodotorula sp., Candida
pseudotropicalis, Saccharomyces cerevisiae i plesni Aspergillus niger 1 Aspergillus flavus.
Penicillium aurantiogriseum je bio jedini od ispitanih eukariotskim mikroorganizama na
koji su kombuha od crnog ¢aja i rastvor siréetne kiseline delovali ispoljavaju¢i minimalnu
inhibitornu aktivnost.

Tabela 12. Antimikrobno delovanje kombuhe od crnog ¢aja (xs + SD)

Kombuha Siréetna Kkiselina Kombuha "model
Mikroorganizam u c¢=3,55g/LL pH=7 sistem"'
a b 7 a b a b 7 b
Salmonella 12,33 29 13 nd nd 24,67 29,67
enteritidis +0,58 +1,73 +0,58 +0,58 +2,52
Escherichia 13,67 13
coli +0,58 nd +0,5 nd nd nd nd
Proteus 15,67 17,33 20
mirabilis nd +0.58 nd 0,58 - +0,0 nd
Pseudomonas 12 12 10,33
aeruginosa +0,0 nd +0,0 nd nd nd +0,58
Staphylococcus 12,33 14
aureus +0,58 nd nd +0,0 nd nd nd
. 9,33 9,33 10,33 10,67 9,33
Bacillus sp. 1,53 0,71 1,53 0,58 1,35 nd nd
Peni'cilli.um +/- nd +/- nd nd nd nd
aurantiogriseum

a— mikrobicidno delovanje; b — mikrobiostatsko delovanje (zona smanjenog rasta); nd — nema delovanja; +/- -
grani¢na antimikrobna aktivnost (odsustvo rasta unutar i po obodu " bunarcica")

Kombuha od crnog c¢aja nakon neutralizacije (kombuha pH=7) je pokazala
bakteriostatsko delovanje na S. enteritidis i Proteus mirabilis 1 baktericidno delovanje na
Bacillus sp., dok je "model sistema" pokazao bakteriostatsko delovanje na S. enteritidis 1
Pseudomonas aeruginosa.

Sli¢ni rezultati su dobijeni 1 prilikom ispitivanja antimikrobne aktivnosti kombuhe
od rtanjskog ¢aja i ¢aja ehinacee (Tabele 13 i 14). Kombuha napici od rtanjskog ¢aja
(titrabilne kiselosti 3,94+0,03 g/L) i ehinacee (3,73+0,02 g/L) su pokazali gotovo identi¢no
delovanje kao i rastvori siréetne kiseline na bakterije E. coli, S. aureus, S. enteritidis, P.
mirabilis, P. aeruginosa 1 Bacillus sp., odnosno plesni P. aurantiogriseum i A. flavus (na
A. flavus je kombuha od ehinacee pokazala snaznije delovanje; Slika 16). Izostalo je
delovanje na bakteriju S. /utea 1 plesan A. niger ¢iji rast nisu inhibirali ni ostali kontrolni
uzorci.

Dok su neutralisana kombuha od rtanjskog caja i "model sistem" pokazali
bakteriostatsko delovanje samo na S. enteritidis, dotle su neutralisana kombuha od
ehinacee 1 "model sistem" pokazali blago bakteriostatsko delovanje na S. enteritidis, E. coli
i P. mirabilis. S obzirom da su sli¢no delovanje neutralisana kombuha i "model sistem"
ispoljili i u slucaju kombuhe od crnog ¢aja, ovo je bio prvi pokazatelj da nosioci
antimikrobne aktivnosti kombuhe nisu samo organske kiseline (pre svih siréetna kiselina).
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Tabela 13. Antimikrobno delovanje kombuhe od rtanjskog ¢aja (x¢ = SD)

Kombuha Sircetna kiselina Kombuha "model
Mikroorganizam ¢=3,94 g/L pH=7 sistem"
a b a b b b
Salmonella 13,33 30 14 nd 21,33 33,33
enteritidis +0,58 +1,53 +0,58 +0,58 +1,53
Escherichia 14 14,67
coli +0,0 nd 0,58 nd nd nd
Proteus 18 18
mirabilis . +0,0 nd +0,0 nd nd
Pseudomonas 12,67 13,33
aeruginosa +0,58 nd +0,47 nd nd nd
Staphylococcus 15,33 14,67
aureus nd +0,58 nd +0,58 nd nd
. 9,33 11 9,33 11,33
Bacillus sp. +0.58 0,0 +0.58 £0.58 nd nd
Pem.c l”’?"" +/- nd +/- nd nd nd
aurantiogriseum
Aspergillus - nd - nd nd nd
flavus

a— mikrobicidno delovanje; b — mikrobiostatsko delovanje (zona smanjenog rasta); nd — nema delovanja; +/- -
grani¢na antimikrobna aktivnost (odsustvo rasta unutar i po obodu "bunarcica")

Tabela 14. Antimikrobno delovanje kombuhe od ¢aja ehinacee (izraZzeno kao x = SD)

Kombuh Sircetna kiselina Kombuha "Model
Mikroorganizam ombuha ¢=3,73 g/L pH=7 sistem"'
a b a b b b
Salmonella 12 29,67 13,67 nd 21,67 28
enteritidis +0,0 +0,58 +0,58 +1,53 +1,0
o . 12,67 24 14 20,67 21
Escherichia coli 10,58 1.0 0.0 nd +0,58 +2.65
Proteus nd 26,33 13,67 nd 20 25
mirabilis +0,58 +0,58 +0,58 +0,0
Pseudomonas 12 13
aeruginosa +0,0 nd +1,0 nd nd nd
Staphylococcus 13,33 14
aureus +0,58 nd +0,0 nd nd nd
. 9,33 10,67 9,67 10,67
Bacillus sp. £0.58 10,58 £0,58 £0.58 nd nd
Penicillium +/- nd +- nd nd nd
aurantiogriseum
Aspergillus 14
favus £1.0 nd +/- nd nd nd

a— mikrobicidno delovanje; b — mikrobiostatsko delovanje (zona smanjenog rasta); nd — nema delovanja; +/- -
grani¢na antimikrobna aktivnost (odsustvo rasta unutar i po obodu " bunarcic¢a")

Tokom ispitivanja antimikrobne aktivnosti kombuha napitaka od crnog i rtanjskog
Caja 1 Caja ehinace, rastvori siréetne kiseline i kombuha napici su pokazali baktericidno
delovanje na sve Gram pozitivne bakterije osim S. lutea. Priblizno isto delovanje su
navedeni uzorci pokazali i na Gram negativne bakterije, s tim da je izostalo baktericidno
delovanje kombuha napitaka na bakteriju P. mirabilis (kombuhe delovale bakteriostatski).
Kombuha napici su, kada se u obzir uzme i zona biostatskog delovanja, dali nesto §iru
zonu inhibicije u odnosu na rastvore siréetne kiseline iste koncentracije. Ovi podaci takode
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upucuju na pretpostavku da kombuha pored siréetne kiseline sadrzi i druge antimikrobne
komponente.

a b

Slika 16. Antimikrobna aktivnost kombuhe od ehinacee na Aspergilus flavus (a) i
Escherichia coli (b) (1-kombuha; 2-¢aj; 3-neutralisana kombuha; 4-siréetna kiselina; 5-,,model sistem*)

Kombuha napici od crnog caja, Caja ehinacee i rtanjskog cCaja, kao i njihovi
kontrolni uzorci, nisu delovali na ispitane vrste kvasaca (Saccharomyces cerevisiae,
Candida pseudotropicalis, Rhodotorula sp.). Odsustvo antimikrobnog delovanja uzoraka
na ¢elije kvasaca se objasnjava Cinjenicom da su kvasci, kao acidofilni mikroorganizmi,
otporniji na delovanje organskih kiselina. Uostalom, odredene vrste kvasaca (poput
Saccharomyces cerevisiae) su simbionti u cajnoj gljivi, a njihova viabilnost u
fermentisanoj teCnosti Cajne gljive je dokazana i posle visenedeljnog perioda kultivacije,
uprkos visokoj koncentraciji kiselina (Markov i sar., 2001; Teoh 1 sar., 2004).

Infuzumi crnog 1 rtanjskog caja (koncentracija caja 5 g/L) su delovali
bakteriostatski samo na bakteriju P. aeruginosa. IstraZzivanja su pokazala da crni ¢aj u
koncentracijama koje su mnoge vece od konzumnih ispoljava antimikrobno delovanje
prema nekim patogenim bakterijama. Tako je crni ¢aj u koncentraciji od 20% (suve
materije) inhibirao rast Staphylococcus epidermidis, S. enteritidis, Salmonella typhi,
Salmonella typhimurium, S. aures, Shigella flexneri, Shigella dysenteriae, Vibrio sp.,
Campylobacter sp. 1 Helicobacter pylori (Greenwalt 1 sar., 1998). Baktericidnu aktivnost
¢aja autori objaSnjavaju delovanjem polifenola, posebno katehina; tako je katehinska
frakcija crnog ¢aja u koli¢ini od 0,4 mg/mL ispoljila identicno delovanje na sve navedene
bakterije, ali 1 na uzro¢nika karijesa Streptococcus mutans (Greenwalt i sar., 1998).

Zeleni caj 1 ekstrakt svezih listova Camellia sinensis L. pokazuju snazniju
antimikrobnu aktivnost u odnosu na ekstrakt crnog ¢aja (Chou i sar., 1999). Od ispitanih
sojeva najvecu osetljivost je pokazao Pseudomonas fluorescens, dok je Bacillus subtilis bio
najmanje osetljiva bakterijska vrsta. E. coli, S. aureus, Proteus vulgaris 1 Salmonella sp.
pokazali su podjednaku osetljivost. Ovi rezultati su potvrdili prethodna saznanja da
ekstrakti ¢ajeva imaju aktivnost i prema Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama
(Dufresne i Farnworth, 2000). Vecu antimikrobnu aktivnost zelenog ¢aja Chou i saradnici
(1999) objasnjavaju ¢injenicom da se tokom fementacije listova smanjuje koli¢ina katehina
(posebno EGC i ECG) u ¢aju, koji su nosilaca antimikrobne aktivnosti.
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Rezultati istraZivanja Ciani i saradnika (2000) su pokazali da etarsko ulje Satureja
montana L. ima znacajnu antimikrobnu aktivnost na celije kvasaca. Etarsko ulje je bilo
aktivno prema patogenim kvascima Candida albicans, Cryptococcus neoformans,
Filobasidiella neoformans, Tricosporon cutaneum i kvascima kvarenja Bretanomyces sp.,
Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces octosporus, Zygosaccharomyces baillii,
Zygosaccharomyces rouxii. Medu patogenim kvascima C. albicans i F. neoformans su
pokazali vecu osetljivost nego Candida parapsilopsis. Vrste Hanseniaspora uvarum, Z.
rouxii 1 Nadsonia commutata pokazale su manju osetljivost nego za ostale vrste.
Inhibitorna aktivnost etarskog ulja rtanjskog ¢aja se objasnjava prisustvom karvakrola kao
najvaznije aktivne supstance etarskog ulja rtanjskog caja (Ultee i sar., 1999; Ciani i sar.,
2000). Karvakrol je hidrofobna komponenta koja uti¢e na permeabilnost Ccelijske
membrane za transport katjona (medu kojima su i H™ i K"), $to izaziva rasipanje jonskog
gradijenta membrane i remecenje osnovnih procesa u ¢eliji 1 njene smrti (Ultee 1 sar.,
1999).

Bezbradica i saradnici (2005) su ispitali antimikrobnu aktivnost etarskog ulja
Satureja montana L. prikupljene na lokalitetima Srbije i Crne Gore i utvrdili delovanje na
S. epidermidis, S. aureus, P. aeruginosa, Corynebacterium sp. (poreklom sa ljudske koZe) i
Pseudomonas putida (izolovana iz zemljista). Najvecu osetljivost pokazao je soj
Corynebacterium sp. (zona inhibicije 24-29 mm), a najvecu rezistenciju P. aeruginosa
(zona inhibicije <5 mm).

Rezultati o antimikrobnoj aktivnosti rtanjskog ¢aja se odnose na etarska ulja, ili
ekstrakte koji sadrze znatno vecu kolic¢inu aktivnih supstanci nego ¢ajni napitak rtanjskog
¢aja, koji je pripremljen u ispitivanju antimikrobne aktivnosti kombuhe od Satureja
montana. Zato 1 nije bilo o¢ekivano da ovaj ¢ajni napitak pokaze znacajniju antimikrobnu
aktivnost

Droga ehinacee sadrzi polisaharide velike molekulske mase (ehinacin), fenolna
jedinjenja derivate kofeinske kiseline (cinarin), cikorijsku kiselinu, ehinakozid, alkaloide,
itd. (Capasso 1 sar., 2003). Farmakoloski efekti ehinacee verovatno poticu od
kombinovanog delovanja vise aktivnih supstanci. Smatra se da imunostimulativna svojstva
ehinacee poti¢u od delovanja na nespecifi¢nu grupu imunocelija (na fagocitne Celije), a ne
na Celije steCenog imuniteta. Fagociti prodiru u inflamatorna mesta sa ciljem da izvrSe
ingestiju nepozeljnih Cestica kao Sto su bakterije ili razorene ¢elije. Ehinacea ubrzava ovaj
proces poznat kao fagocitoza. Pored toga, ehinacea ispoljava efekat kod raznih infekcija,
ali specificnim antibakterijskim delovanjem. Njen mukopolisaharid ehinacin inhibira
enzim hijaluronidazu streptokoka, pneumokoka, klostridija i drugih bakterija. Delovanjem
ovog enzima ostecuje se ¢elijska opna Sto omogucava prodiranje bakterija i virusa u tkiva
organizma (Ognjanovi¢, 2000). Zbog ovakvog specificnog delovanja na patogene bakterije
antimikrobna aktivnost samog ¢aja ehinacee nije se mogla ispoljiti u ogledu in vitro. 1z
tabele 14 se vidi da ¢aj herbe ehinacee u koncentraciji od 5 g/L nije pokazao antimikrobno
delovanje na test mikroorganizme.

Barrett (2003) je pokazao da ekstrakti Echinacea purpurea ispoljavaju znacajnu
antifungalnu aktivnost i na mikroorganizme sa eukariotskim tipom ¢elije. U in vitro ogledu
ekstrakti ehinacee su delovali protiv razli¢itih sojeva S. cerevisiae 1 Candida sp.,
ukljucujuéi i patogenu vrstu C. albicans koja je najce$¢i uzrocnik gljivicnih oboljenja
ljudske koze.

Uporedujuéi rezultate ispitivanja antimikrobne aktivnosti konzumnih kombuha
napitaka od rtanjskog i crnog ¢aja i Caja ehinacee, sa rezultatima drugih autora koji su
istrazivali antimikrobna svojstva kombuhe od crnog i zelenog ¢aja (Greenwalt i sar., 1998;
Guttapadu 1 sar., 2000), moze se konstatovati da su uzorci kombuhe ispoljili inhibirajuce
delovanje na iste mikroorganizme (S. enteritidis, E. coli, P. aeruginosa, S. aureus i
Bacillus sp.). Poredeci baktericidno delovanje kombuha napitaka iz tabela 18, 19 1 20 sa
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rezultatima Greenwalt i1 saradnika, moze se pretpostaviti da je glavni razlog izrazenijeg
antimikrobnog delovanja kombuhe u istrazivanju citiranih autora upravo ve¢i sadrzaj
sirCetne kiseline, koja je glavni antimikrobni agens kombuhe. Koncentracija siréetne
kiseline u kombuhi od crnog ¢aja koju su ispitivali Greenwalt 1 saradnici je bila ¢ak 7 g/L.
S druge strane, kombuha napici ¢iju su antimikrobnu aktivnost ispitali Guttapadu i
saradnici, nisu i1 pored veée kiselosti (koncentracija siréetne kiseline 8,5 g/L) pokazali
bitnije razlike u bakteriostatskom delovanju u poredenju sa napicima dobijenim od
rtanjskog ¢aja, Caja ehinacee i crnog ¢aja.

4.2.2. Ispitivanje antioksidativne aktivnosti ¢ajnih i kombuha napitaka ESR
spektralnom analizom

U cilju ispitivanja antioksidativne aktivnosti ¢ajnih 1 kombuha napitaka od crnog
Caja, Caja chinacee 1 rtanjskog Caja definisana su dva model sistema: model sistem sa
stabilnim DPPH radikalima i Fentonov reakcioni sistem sa hidriksil radikalima.

DPPH radikali su stabilni slobodni radikali slede¢e hemijske strukture:

UJ
OZNQNN
NO,

Antioksidanti, razli¢itim hemijskim transformacijama redukuju stabilne DPPH
radikale u DPPH-H slede¢im reakcionim mehanizmom:

DPPH’ +AH — DPPH-H + A’

Ove hemijske promene se mogu pratiti spektrofotometrijski preko transformacije
boje od ljubicaste do zute, ili ESR spektrometrijski direktnim merenjem koncentracije
DPPH radikala. Na slici 17 prikazan je ESR spektar stabilnih DPPH slobodnih radikala
slepe probe (0,4 mM metanolni rastvor DPPH radikala).
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Slika 17. ESR spektar stabilnih DPPH radikala (slepa proba)
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Hiperfina struktura ESR spektra stabilnih DPPH radikala potice od interakcije
nesparenog elektrona i dva '*N atoma (I=1). Sastoji se od pet linija relativnog intenziteta
1:2:3:2:1. Konstanta hiperfinog cepanja ima vrednost ax=9,03G.

Visokoreaktivni slobodni hidriksil radikali u ispitivanim model sistemima nastaju
mehanizmom Fentonove reakcije, prikazanom slede¢om hemijskom jednacinom:

Fe*" + H,0, ——> Fe*" + OH + "OH

U prisustvu spin trapa, DMPO, nastaju stabilni nitroksid radikali (spin-adukti)
slede¢im reakcionim mehanizmom:

}{2(:_(:}{2 fiz(:_(:}{z

H3C\c/ \c H + 'OH ———> H3C\c \c/ B
/ +7 / VRN
H;C \lel H;C \1\|1 OH
O~ o°

ESR spektar DMPO-OH spin adukata nastalih u model sistemu mehanizmom
Fentonove reakcije (slepa proba) prikazan je slikom 18.
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Slika 18. ESR spektar DMPO-OH spin adukata Fentonovog model sistema (slepa
proba)
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Hiperfina struktura ESR spektra (Slika 18) DMPO-OH spin-adukata potice od
inrterakcije nesparenog elektrona i jednog '*N atoma (I=1) i jednog H atoma (I=Y) i
sastoji se iz Cetiri linije, relativnog odnosa intenziteta 1:2:2:1. Konstante hiperfinog
cepenja imaju vrednosti ax=14.9 Giay=14.9 G.

Intenzitet ESR signala direktno je proporcionalan koncentraciji nastalih DMPO-
spin adukata. U prisustvu ¢ajnih 1 kombuha napitaka uocava se oc€uvanje hiperfine
strukture spektra (broja linija, relativnog odnosa intenziteta linija i vrednosti konstanti
hiperfinog cepanja), ali se intenziteti ESR signala snizavaju.
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4.2.2.1. Antioksidativna aktivnost ¢ajnih i kombuha napitaka od korena i
herbe Echinacea purpurea

S obzirom da je antioksidativna aktivnost ¢ajnih i kombuha napitaka pripremljenih
od zasladenog caja korena i herbe Echinacea purpure ve¢ potvrdena u Fentonovom
reakcionom sistemu (Cvetkovi¢, 2003), antioksidativna aktivnost istih uzoraka ispitana je i
na stabilne DPPH radikale (Tabela 15).

Tabela 15. Antioksidativna aktivnost ¢ajnih i kombuha napitaka korena i herbe Echinacea
purpure na DPPH radikale

Antioksidativna aktivnost uzoraka AApppu(%o)

Uzorak

100uL 150uL
Crni Caj 17,94 38,94
Kombuha od crnog ¢aja 76,19 85,08
Caj od korena ehinacee 62,86 87,94
Kombuha od korena ehinacee 82,22 90,16
Caj od herbe ehinacee 64,13 93,02
Kombuha od herbe ehinacee 86,03 100

Intenzitet ESR signala DPPH u svim ispitivanim reakcionim sistemima su nizi od
intenziteta ESR signala DPPH slepe probe. Cajevi pripremljeni od korena i herbe
Echinacea purpurea, kao 1 kombuha napici, dodati u model sistem izazivaju sniZzenje RI
ESR signala (Slike 19 i 20), odnosno pokazuju ve¢u AApppy U zavisnosti od zapremine
dodatog ispitivanog uzorka. NajizraZzeniji antioksidativni efekat (AApppy=100%) na
stvaranje 1 transformaciju DPPH radikala detektovan je u prisustvu 150 pul. kombuha
napitka pripremljenog od herbe ehinacee (Slika 20). U prisustvu iste zapremine kombuhe
pripremljene od korena ehinacee antioksidativna vrednost je niza (AAppp=90,16%). Cajni
napici pripremljeni od korena i herbe ehinacee su u poredenju sa kombuha napicima
pokazali nize vrednosti antioksidativne aktivnosti.
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Slika 19. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu 100 pL ¢ajnog napitka
pripremljenog od herbe Ehinacea purpurea
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Slika 20. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu kombuhe od zasladenog ¢aja herbe
Echinacea purpurea.

Ocigledno je da su vrednosti antioksidativne aktivnosti za Cajeve i kombuha
napitke od Echinacea purpurea na DPPH radikale (AApppn) signifikantno veée (p<0,05), u
odnosu na AApppy za crni €aj i kombuha napitak pripremljen fermentacijom zasladenog
crnog ¢aja (Tabela 15).

Na osnovu hemijskog sastava korena i herbe Echinacea purpurea (Stuart 1 Willis,
2000; Kruk i sar., 2001) antioksidativna aktivnost ekstrakata moze se pripih aktivnim
sekundarnim metabolitima 1 to: alkilamidima, fenolnim kiselinama, flavonoidima,
taninima, terpenima, antocijanima i drugim. IzraZenija antioksidativna aktivnost ¢aja herbe
ehinacee u odnosu na ¢aj korena posledica je vece koncentracije fenolnih kiselina, posebno
cikorne kiseline i1 njenih derivata u herbi. Sadrzaj cikorne kiseline u herbi je 38,3 mg/g
suve materije, a u korenu je 19,2 mg/g suve materije (Stuart i Willis, 2000). Na osnovu
hemijskih struktura najzastupljenijih fenolnih kiselina (kafene, hlorogenske i cikorne)
moze se zakljuciti da cikorna kiselina pokazuje izraZenije antioksidativno delovanje u
odnosu na kafenu i hlorogensku, s obzirom da ima dva o-dihidriksilfenil ostatka.

Na slici 21 prikazan je mehanizam antioksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja
na DPPH radikale.

CH==CFCOOF gh==Crcook

; - -
_—
oF oF
b

—N—N

0
h—h/
— O, N— NN
3
J Ok 3 r

a) b)
Slika 21. Mehanizam antioksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja: a) otpustanje H-
atoma i b) reakcija aroksi radikala sa DPPH radikalom
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4.2.2.2. Antioksidativna aktivnost ¢ajnih i kombuha napitaka od rtanjskog ¢aja

Antioksidativna aktivnost ¢ajnih i kombuha napitaka pripremljenih od rtanjskog
Caja ispitana je u dva model sistema, na dve vrste radikala, stabilne DPPH radikale i
visokoreaktivne hidroksil (OH') radikale. Dobijene vrednosti antioksidativne aktivnosti
(AADPPH i AAOH) prikazane su tabelom 16.

Tabela 16. Antioksidativna aktivnost Cajnih i kombuha napitaka pripremljenih od
rtanjskog ¢aja na DPPH (AApppn) i OH (AAop) radikale

. AApppn (%) AAon (%)
Uzorei 50uL 100pL 50ul 100uL
Crni Caj 14,12 17.94 10,12 16,35
Kombuha od 70,14 76,19 50,12 5532
crnog ¢aja
Rtanjski ¢aj 81,12 92,12 76,77 90,14
Kombuha od 86,67 100 82,24 98,12

rtanjskog Caja

Na osnovu dobijenih podataka ESR spektralne analize 1 izracunatih vrednosti
AApppy 1 AAog moze se zakljuciti da kombuha napitak pripremljen od rtanjskog c¢aja,
dodat u zapremini od 100uL pokazuje najvecu antioksidativnu aktivnost i u DPPH iu
Fentonovom ispitivanom sistemu. Takode, uocljivo je da ¢ajni napici pripremljeni od
rtanjskog Caja imaju visoke vrednosti i AApppy 1 AAop, ali te vrednosti su nize u poredenju
sa antioksidativnom vredno$¢u odgovaraju¢ih kombuha napitaka (Slike 22 i1 23). U svim
ispitivanim uzorcima vrednosti AApppy Su vece u poredenju sa vrednostima AApy. Ove
razlike su uslovljene: razli¢itom polarno$¢u jedinjenja prisutnih u DPPH i1 Fentonovom
sistemu, razli¢itim konstantama brzine hemijskih reakcija izmedu hidriksil, odnosno DPPH
radikala i antioksidativnih jedinjenja, hemijskom razli¢ito§¢u model sistema za ispitivanje
hidriksil 1 DPPH radikala.

_80 f—

-100ke__ 1+ | 1 1 | ] 1 | L
3400 3420 3440 3460 3480

(6]
Slika 22. ESR spektar DPPH radikala u prisustvu prisustvu 100 pL. kombuha
napitka pripremljenog od rtanjskog ¢aja
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Slika 23. ESR spektar DMPO-OH spin adukata Fentonovog model sistema u

prisustvu 100 pL kombuha napitka pripremljenog od rtanjskog caja

ESR spektralnom analizom je utvrdeno da €ajni i kombuha napici pripremljeni od
rtanjskog Caja imaju vece vrednosti antioksidativne aktivnosti i na DPPH 1 na hidriksil
radikale (Tabela 16), u poredenju sa aktivnostima ¢ajnih i kombuha napitaka pripremljenih
od korena i herbe ehinacee (Tabela 15). Tako se maksimalna AApppy (100%), odnosno
AAon  (90,63%) (Cvetkovi¢, 2003) postize u prisustvu 150 pL kombuha napitka
pripremljenog od herbe ehinacee, dok je za ovakvu slicnu aktivnost potrebna manja
(100uL) koli¢ina kombuha napitka od rtanjskog caja (AApppr=100%, odnosno
AAon=98,12%).

U Fentonovom reakcionom sistemu u prisustvu spin trapa, hidriksil radikali mogu
da reaguju i sa fenolnim jedinjenjima i sa DMPO. Pretpostavljeni reakcioni mehanizam u
smesi fenolnih jedinjenja, hidriksil radikala i spin trapa DMPO, moze se prikazati
Sematski:

CH3
CH3

CH3 H CH3 H
/ H
CH3 OH CH3 OH
X )
[ ] —
HO 0 ArOH Ar=0 OH

o—Zz+

Fenol

Ar=0 + Hy0

Na osnovu rezultata HPLC analize kombuha napitaka od crnog ¢aja, ¢aja ehinacee i
rtanjskog Caja (Tabela 17), moze se zakljuciti da su fenolna jedinjenja, tj. fenolne kiseline
1 flavonoidi, odgovorni za visoke vrednosti AApppr 1 AAop.

Kurechi 1 saradnici (1983) navode da dominantnu ulogu za antioksidativno
delovanje fenolnih jedinjenja (ArOH) ima prisustvo hidriksillne funkcionalne grupe. Moze
se, dakle, pretpostaviti da se mehanizam antioksidativnog delovanja ekstrakata bogatih
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fenolnim jedinjenjima zasniva na njihovoj sposobnosti da otpuste H-atom uz nastajanje
stabilnih aroksi radikala (ArO").

Tabela 17. Fenolna jedinjenja u razli¢itim kombuha napicima

Fenolna jedinjenja Uzorak
(mg/mL) Kombuha - crni ¢aj  Kombuha - ehinacea Kombuha - rtanjski éaj
Galna kiselina 9,81x107 2,21x10™ 3,16x10°
Kofein 1,76x10™" 6,03x10™ 1,27x107
Epigalokatehin 3 3 4
(EGC) 7,11x10 1,63x10 5,87%10
Katehin 2,01x10” 1,37x10™* 8,15x10°
Epikatehin 3 3 4
(EC) 1,46x10 4,27x10 3,37x10
Epigalokatehin galat 4 4 2
(EGCG) 9,92x10 9,92x10 1,22x10
Epikatehin galat
(ECG) Nd nd nd
Katehin galat 3 2
(CG) 4,22x10 nd 1,28%10

nd — nije detektovan.

Kitagawa 1 saradnici (1992) navode da fenolna jedinjenja koja u svojoj strukturi
sadrze veci broj hidriksillnih grupa vezanih za benzenov prsten, i to u o-polozaju (kafena,
hlorogenska, cikorna kiselina, tanini i dr.), imaju izraZenije antioksidativno delovanje.
Nakon predaje H-atoma nastaju stabilni o-semihinonski radikali (Slika 24):

H H

+ *OH ﬁ» - H - H

OH o* H* o) o
OH o) o)

o-semihinon radikal o-hinon radikali

Slika 24. Sematski prikaz antioksidativnog delovanja fenolnih jedinjenja na
hidroksil radikale mehanizmom predaje H-atoma

Fenoksi/semihinon-radikali stabilizuju svoju strukturu rezonancijom preko
razli¢itth mezomernih formi, ukljuuju¢i hinonsku strukturu, zavisno od prisutnih
supstituenata u molekulu (Mili¢ 1 sar., 1998). Nastali fenokosi/semihinon-radikali tesko
podlezu daljoj oksidaciji jer je konstanta brzine reakcije, izmedu fenoksi, ili semihinon-
radikala i molekulskog kiseonika mala, oko 10°mol™ dm’s™.

Antioksidativna aktivnost fenolnih jedinjenja uslovljena je i "hvatanjem" hidroksil
radikala ("skevindzer" efekat), pri ¢emu se formiraju proizvodi hinonske strukture OH-
AR(=0) koji su stabilni i svojim nastankom uslovljavaju terminaciju reakcije oksidacije
(Slika 25).
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Slika 25. Sematski prikaz "skevindZer" efekta fenolnih jedinjenja

Veliki broj hidriksillnih grupa na benzenovom prstenu u molekulima hlorogenske,
kafene 1 cikorne kiseline imaju sposobnost kompleksiranja gvozde(Il)-jona, Cime je
onemogucena Fentonova reakcija. Mehanizam gradenja kompleka fenolna kiselina-metalni
jon (Slika 26) takode doprinosi izrazenom antioksidativnom efektu vodenih ekstrakata
biljke Echinacea purpurea.

O\
Me
5

Slika 26. Sematski prikaz kompleksa fenolno jedinjenje/metalni jon

Prisustvo flavonoida, zasigurno znacajno doprinosi op$tem antioksidativhom
statusu svih ispitivanih ekstrakata. Bors i1 saradnici (1990) navode da su najznacajniji
elementi za antioksidativno delovanje flavonoida:

1. broj hidriksillnih grupa u B prstenu
2. o-dihidriksillne grupe B prstena
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3. 2,3-dvostruka veza piranskog prstena u konjugaciji sa keto-grupom na Cs-atomu
(zbog delokalizacije):

HO ‘
OH

4. Hidriksillne grupe na poloZajima C; i Cs kao "hvataci" slobodnih radikala, i njihova
sposobnost stvaranja vodoni¢nih veza sa keto grupom,

Flavonoidi sa o-dihidriksil strukturom u B prstenu 1 3- i/ili 5-OH grupama sa 4-
okso funkcionalnom grupom u A i C prstenovima flavonola, i fenolnim kiselinama sa o-
dihidriksil grupama mogu ispoljiti svoju antiradikalsku aktivnost i heliranjem jona metala
u toku Fentonove reakcije, ili redukcijom gvozda (Morel i sar., 1994)

Pored fenolnih jedinjenja, koja su najodgovornija za AApppy 1 za AAon, 1 drugi
biomolekuli sigurno uti¢u na redukciju DPPH radikala, ili pojedina¢nim ili sinergistickim
efektom.

4.2.3. Antiproliferativna aktivnost ¢ajnih i kombuha napitaka od crnog i
rtanjskog ¢aja

Antiproliferativna aktivnost kombuhe od crnog caja (Camelia sinensis L.) i
kombuhe od rtanjskog Caja (Satureja montana L) ispitana je na rast tri histoloski razlicite
¢elijske linijje humanog kancera - HeLa (epitelni karcinom cerviksa), HT-29 (adeno-
karcinom debelog creva) i MCF-7 (adenokarcinom dojke). Antiproliferativna aktivnost je
ispitana u opsegu masenih koncentracija 1,95-1000 pg/mL Sto odgovara opsegu
konzumnih koncentracija kombuhe.

Kombuha napici od crnog i rtanjskog ¢aja su imali uticaj na rast ¢elija u zavisnosti
od ¢elijske linije, ali nijedan uzorak nije pokazao efekat inhibicije od 50% (Slike 27-29).

Na HeLa c¢elijskoj liniji oba uzorka kombuhe dostizu vrednost ICy, pri
koncentraciji oko 250 pg/mL (Slika 34). S druge strane, tradicionalna kombuha 1 napitak
dobijen od rtanjskog ¢aja inhibiraju rast HT-29, odnosno MCF-7 ¢elija za 15%, odnosno
10%, ali samo pri visokim koncentracijama (Slike 27 1 28).
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Slika 27. Antiproliferativna aktivnost kombuhe od crnog i rtanjskog ¢aja na HeLa ¢elijskoj
liniji (Prikazani podaci su x, + SD tri eksperimenta izvedena u kvadriplikatu; *p< 0,05, **p< 0,01;
Studentov t-test, znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu)
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Slika 28. Antiproliferativna aktivnost kombuhe od crnog i rtanjskog caja na HT-29
¢elijskoj liniji (Prikazani podaci su x,+SD tri eksperimenta izvedena u kvadriplikatu; *p< 0,05; Studentov
t-test, znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu; *p<0,05, Studentov t-test, znacajno razli¢ito izmedu dve
kombubhe).

Nisu zabelezene znacajnije razlike u aktivnostima kombuha napitaka u odnosu na
kontrolne uzorke za iste ¢elijske linije. Razlike izmedu kombuhe od crnog i rtanjskog ¢aja
su bile statisti¢ki znacajne (p<0,05) samo u slucaju Celijske linije HT-29 (Kombuha od
crnog ¢aja je pokazala nesto vecu antiproliferativnu aktivnost pri koncentracijama od 3,91 1

1000 pg/mL).
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Slika 29. Antiproliferativna aktivnost kombuhe od crnog i1 rtanjskog ¢aja na MCF-7

¢elijskoj liniji (Prikazani podaci su x,+SD tri eksperimenta izvedena u kvadriplikatu. (*p<0,05; Studentov
t-test, znacajno razli¢ito u odnosu na kontrolu).

U prethodnim istraZivanjima HeLa Celijska linija bila je najosetljivija na vodeni
ekstrakt Satureja montana L. (ICy 1 1Csy vrednosti su postignute pri koncentracijama od
400 pg/mL i 840 pug/mL) (Cetojevi¢-Simin i sar., 2004). Ovo bi moglo da sugerise na
postojanje aktivnijih antiproliferativnih komponenti u kombuhi dobijenoj od Satureja
montana L. u poredenju sa samim ¢ajnim napitkom. Vodeni ekstrakti Satureja montana
pokazali su antiproliferativnu aktivnost na HeLa 1 HT-29 ¢elije pri visokim
koncentracijama, medutim pri nizim koncentracijama oni indukuju ¢elijsku proliferaciju.
Vodeni ekstrakti rtanjskog ¢aja su ¢ak stimulisali rast MCF7 ¢Celija u celokupnom opsegu
ispitivanih koncentracija, verovatno zbog prisustva fitoestrogena ili faktora koji stimulisu
rast (Cetojevi¢-Simin i sar., 2004). Poznato je da genistein, prirodni izoflavonski
fitoestrogen, pri niskim koncentracijama stimuliSe rast estrogen zavisne celijske linije
MCF7 (Fioravanti i sar., 1998; Constantinou 1 sar., 1998). Kombuha napici nisu pokazali
stimulativni efekat na proliferaciju ispitanih celijskih linija. Nepostojanje razlike u
antiproliferativnoj aktivnosti kombuha napitaka od crnog i1 rtanjskog caja na svakoj
pojedinacnoj ¢elijskoj liniji ukazuje na prisustvo iste aktivne komponente (poput siréetne
kiseline), dok razlike dobijene na histoloSki razli¢itim Ccelijskim linijama mogu biti
objasnjene razli¢itim zastitnim osobinama ispitivanih ¢elijskih linija. Neki autori navode
da su celijski mehanizmi koji kontroliSu gensku ekspresiju RON-a disfunkcionalni u
¢elijama karcinoma kolona i dojke (Chen i sar., 2000) sto dovodi do poveéane zastite od
ispitivanih kombuha u ovim ¢elijama. RON je ¢lan MET proto-onkogene familije 1 visoko
je eksprimiran u HT-29 celijskoj liniji, ali ne i u normalnom epitelu debelog creva
(Montero-Julian 1 sar., 1998), ni u mnogim epitelnim tumorskim ¢elijama (Wang 1 sar.,
1996). Visoka ekspresija RON-a je takode uocena u tkivu humanih primarnih karcinoma
dojke 1 ¢elijskim linijama karcinoma dojke (Maggiora i sar., 1998).
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4.3. Optimizacija podloge za kultivaciju ¢ajne gljive

Utvrdivanje optimalnog sadrzaj saharoze i crnog ¢aja u podlozi za kultivaciju ¢ajne
gljive je veoma vazno prilikom projektovanja procesa kombuha fermentacije. U literaturi
postoje razliciti podaci o potrebnim koli¢inama saharoze i crnog ¢aja u podlogama za
kultivaciju koje obezbeduju uspesnu fermentaciju, ali u tom smislu nisu odredene
minimalne vrednosti izvora ugljenika i azota. Definisanje optimalne koli¢ine saharoze i
crnog Caja je potrebno i sa aspekta standardizacije podloge za kultivaciju ¢ajne gljive, §to
je jedan od osnovnih zahteva koji se postavljaju pred komercijalizacijom i registracijom
kombuhe kao terapeutskog sredstva, ili funkcionalnog napitka.

4.3.1. Izvor C atoma

Tradicionalni izvor ugljenika u podlozi za kultivaciju Cajne gljive je saharoza.
Pregledom literaturnih podataka moze se konstatovati da je koncentracija saharoze u
podlozi za kultivaciju ¢ajne gljive obi¢no izmedu 50 1 100 g/L (Blanc, 1996; Liu 1 sar.,
1996; Sreeramulu i sar., 2000). Delovanjem invertaze kvasaca ovaj tradicionalni izvor
ugljenikovih jedinjenja u podlozi za kultivaciju se hidrolizuje na glukozu i fruktozu, koje
¢elije kvasaca i bakterija sir¢etnog vrenja metaboliSu.

Da bi se ispitao uticaj razli¢itih koncentracija saharoze u podlozi za kultivaciju
¢ajne gljive na duzinu trajanja fermentacije, radna kultura je gajena na podlogama sa
razli¢itom koli¢inom saharoze (50, 70 1 90 g/L). Za inokulaciju je koriS¢ena fermentisana
teCnost iz prethodne kultivacije (maja) koja je u koli¢ini od 10% (v/v) dodata podlogama
za kultivaciju. Proces je izveden u staklenom sudu (cilindru) ukupne zapremine od 13 L
(D=180 mm), sa zapreminom podloge od 5, 7,5 i 10 L, $to je dalo razli¢ite vrednosti
faktora Vuga/Vpodioge- Paralelno je fermentacija izvedena 1 pod uslovima koji su uobicajeni
za kultivaciju ¢ajne gljive u kuénim uslovima - u sudu ukupne zapremine 5 L (Slika 10), sa
zapreminom podloge od 3 L (Viuda/Vpodioge=1,66) koja je imala 70 g/L saharoze. Pre same
inokulacije, za maju su odredene osnovne hemijske i mikrobioloske karakteristike - broj
éelija kvasaca i bakterija siréetnog vrenja je bio reda veli¢ine 10° éelija/mL, a titrabilna
kiselost oko 4 g/L.

Slika 30 prikazuje promene vrednosti pH 1 titrabilne kiselosti tokom fermentacije
podloga (zapremina podloge 5 L) sa razli¢itom koli¢inom saharoze. Tokom procesa nisu
zabelezena veca odstupanja u vrednostima pH u podlogama sa razli¢itim koncentracijama
saharoze, dok su znacajnije razlike u titrabilnoj kiselosti registrovane nakon petog dana
procesa. Na kraju fermentacije, podloga sa pocetnom koli¢inom saharoze od 50 g/L, je za
0,7 g/L imala manje ukupnih kiselina u poredenju sa druge dve podloge, ¢ija je titrabilna
kiselost iznosila oko 5,6 g/L. Titrabilna kiselost napitak koji je dobijen pod tradicionalnim
uslovima kultivacije je na kraju fermentacije takode iznosila 5,6 g/L.

Tokom fermentacije 7,5 L zasladenog caja, razlike u koli¢ini kiselina u
fermentisanoj te¢nosti sa razli¢itim udelom saharoze postaju znacajnije izmedu Cetvrtog i
sedmog dana procesa (Slika 31). Na kraju procesa najveci sadrzaj kiselina bio je u podlozi
sa 90 g/L saharoze - 5,2 g/L, a neSto nizi u podlogama sa 50 1 70 g/L saharoze - za 0,3 g/L.
Optimalnu konzumnu kiselost od 3,5-4 g/l kombuha napici su dostigli izmedu sedmog 1
desetog dana fermentacije.

Pored cinjenice da se veca kiselost dobija u podlozi sa 90 g/L. saharoze, do
interesantnih zapazanja se dolazi poredenjem efekta zapreminskog udela podloge u sudu za
fermentaciju. Oc¢igledno je da se povecavanjem zapreminskog udela podloge u sudu za
fermentaciju znacajnije produzava proces kombuha fermentacije. Tako proces u sudu sa
zapreminom podloge 10 L, tj. pri odnosu Viuga/Vpodioge=1,3 (Slika 31), kasni za preko dva
dana u odnosu na fermentaciju u istom sudu, pri odnosu Vguda/Vpodioge= 1,73. Sa slike 18 se
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vidi da je najveca kiselost od 5,21 g/L ostvarena u podlozi sa 90 g/L. saharoze, nakon
Cetrnaest dana fermentacije.

titrabilna kiselost (g/L)

trajanje fermentacije (dani)

[+ pH 50 g/L - pH 70 g/L ~e- pH 90 g/L ¢ 50 g/L -0-¢ 70 g/L —o-¢ 90 g/L |

Slika 30. Promene pH i titrabilne kiselosti fermentisane te€nosti (Vpodioge=5 L;
Visuda/Vpodioge=2,6) tokom kultivacije ¢ajne gljive

titrabilna kiselost (g/L)

2 T T T T T T T T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

trajanje fermentacije (dani)
‘+pH 50 g/L = pH 70 g/L -e—pH 90 g/L ~—¢ 50 g/L ©¢ 70 g/L -o-¢c 90 g/L‘

Slika 31. Promene pH i titrabilne kiselosti fermentisane te¢nosti (Vpodioge=7,5 L;
Vuda/ Vpodioge=1,73) tokom kultivacije ¢ajne gljive

Ukoliko se uporedi vreme potrebno da se postigne optimalna kiselost fermentisane
teCnosti od oko 4 g/L u sudovima sa razli¢itim udelom podloge, uocava se da povecanje
udela podloge u sudu za fermentaciju dovodi do produZenja procesa (Tabela 18).
Tradicionalnim postupkom, u kontrolnoj boci gde je Vuda/Vpodioge=1,66 1 sa koli¢inom
saharoze od 70 g/L, je za dobijanje napitka potrebno sedam dana. Za dobijanje napitka
zeljene kiselosti fermentacijom 7,5 L podloge u sudu od 13 L potrebno je oko devet dana, a
povecanjem zapremine podloge na 10 L proces se produzava na viSe od jedanaest dana.

U literaturi nema podataka o uticaju efektivne zapremine podloge na tok i
duZinu trajanja kombuha fermentacije. Uz to, nema ni podataka o geometrijskum
karakteristikama sudova za fermentaciju, koji takode imaju uticaja na duZzinu trajanja
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procesa. Sve ovo treba imati na umu kada se uporeduju podaci o sadrzaju kiselina u
fermentisanoj tecnosti iz razlicitih literaturnih izvora.

titrabilna kiselost (g/L)

0 2 4 6 8 10 12 14

trajanje fermentacije (dani)

[~ pH 50 g/L = pH 70 g/L - pH 90 g/L ~—¢ 50 g/L -o-¢ 70 g/L - 90 g/L |

Slika 32. Promene pH i titrabilne kiselosti fermentisane te€nosti (Vpodioge=10 L;
Visuda/Vpodioge=1,3) tokom kultivacije ¢ajne gljive

Tabela 18. Promene titrabilne kiselosti (g/L) tokom kultivacije ¢ajne gljive u podlogama sa
razli¢itim sadrZajem saharoze

Trajanje fermentacije (dani)
Sadrzaj saharoze (g/L) Zapremina podloge (L)

7 10 14
5 3,62 491 -
50 7,5 2,77 4,14 -
10 2,29 - 4,18
5 3,78 5,64 ;
70 7,5 2,77 4,14 -
10 2,46 _ 4,81
5 3,48 5,59 -
90 7,5 2,82 4,18 -
10 2,64 - 5,21

Sievers 1 saradnici (1995) su za fermentaciju jednog litra podloge sa pocetnom
koli¢inom saharoze od 70 g/L koristili bocu ukupne zapremine od 3 L (D=17 cm), §to daje
Visuda/Vpodioge=3. Uprkos visokoj, tj. povoljnoj vrednosti odnosa dve zapremine, kiselost
fermentisane teCnosti u radu navedenih autora je bila manja, u odnosu na rezultate
predstavljene slikama 30-32. Ovakvu rezultati se se mogu objasniti razlikama u fizioloSkoj
aktivnosti primenjenih radnih kultura.

Blanc (1996) je kombuha fermentaciju 0,25 L podloge, sa pocetnih 70 g/L
saharoze, izveo u Roux boci. Uprkos tome §to se koriS¢enjem Roux boce obezbeduje
velika dodirna povrSina izmedu atmosferskog kiseonika i podloge za kultivaciju, Sto
stimuliSe produktivnost radne kulture, odnosno bakterija siretnog vrenja, sadrzaj kiselina
u fermentisanoj tenosti se ne razlikuje znac¢ajno u odnosu na vrednosti iznete u ovom radu
(bez obzira na razlike u zapremini medijuma za kultivaciju).

Chen 1 Liu (2000) su proces vodili u sudovima ukupne zapremine od 0,5 L, sa
koli¢inom zasladenog ¢aja od 0,25 L (Vsuda/Vpodioge=2) 1 poCetnom koli¢inom saharoze od
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100 g/L. Rezultati su pokazali da se sadrzaj titrabilnih kiselina od skoro 8 g/L ostvaruje
nakon 10 dana procesa. Kako pokazuju rezultati (Slike 30-32) maksimalna kiselost od 5,66
g/L se postize za deset dana kultivacije podloga sa 70 i 90 g/L saharoze u sudu ukupne
zapremine 5 L 1 Vguda/Vpodioge=2,6. Verovatno da veci udeo podloge u sudu zapremine 5 L 1
nepovoljniji 0dnos Vuda 1 Vpodioge UtiCe na produzenje procesa fermentacije.

Sreeramulu 1 saradnici (2000) su fermentaciju podloge sa 100 g/L saharoze 1 25 g/L
glukoze izveli uz faktor Vuda/Vpodioge=0,75/0,4=1,875, pri ¢emu su nakon osam dana
kultivacije u fermentisanoj te¢nosti registrovali koli¢inu siréetne kiseline nesto manju od 4
g/L. Ovaj rezultat je uporediv sa podacima koje prikazuje slika 31, a odnose se na
transformaciju podloge sa 70 g/L, pri vrednosti Vsuda/Vpodioge=1,73. Prisustvo glukoze u
podlozi za kultivaciju sigurno doprinosi ubrzanju procesa, imaju¢i u vidu da celije
bakterija siretnog vrenja glukozu, za razliku od saharoze, mogu direktno da metaboliSu.

Malbasa i saradnici (2006) su ispitali uticaj povecanja zapremine reaktora na
kombuha fermentaciju, pri ¢emu su proces vodili u sudovima zapremine 0,5, 1, 5110 L. U
navedenim reaktorima je zapremina podloge bila redom 0,4, 0,8, 4 i 8 L. Sudovi su bili
slicnih geometrijskih karakteristika, a 0dnos Vguda/Vpodioge j€ 1znosio 0,8. Autori su
zakljucili da se trajanje kombuha fermentacije produzuje sa poveéanjem velicine reaktora,
pri ¢emu je kao kriti¢ni parametar procesa definisana vrednost pH od 3,8. U sudu ukupne
zapremine 10 L (uz inokulaciju sa 10% maje) sadrzaj glavnih metabolita (titrabilna kiselost
+ etanol) dostize vrednost od 3 g/L nakon nepunih 8 dana procesa. Razlog duzeg trajanja
fermentacije u slucaju istrazivanja MalbasSe i saradnika, u poredenju sa rezultatima koji su
izneti u ovoj doktorskoj disertaciji, je najverovatnije u nepovoljnijem odnosu faktora
Vsuda/Vpodloge od 078

Izvesno je da porast zapremine supstrata u reaktoru za kultivaciju €ajne gljive, tj.
smanjenje faktora Vguda/Vpodioge, VOdi smanjenju koli¢ine sintetisanih kiselina i produZenju
procesa fermentacije. Mogucée je da povecanjem zapremine podloge, pri staticnim
uslovima kultivacije, dolazi do smanjenja koliine rastvorenog kiseonika po jedinici
zapremine podloge, kao jednog od limitirajucih faktora kombuha fermentacije.

4.3.2. Izvor N atoma

Tradicionalna podloga za kultivaciju Cajne gljive je zasladeni crni Caj (infuzum
osusenih listova Camellia sinensis L.). Crni ¢aj obezbeduje azotna jedinjenja (ali i druge
nutritivne faktore) koja su neophodna za rast i razmnozavanje mikroorganizama c¢ajne
gljive. Po literaturnim podacima i uputstvima za pripremu kombuhe uobicajena
koncentracija crnog Caja (racunato na suvu masu) u podlogama za kultivaciju su 3-5 g/L
(Liu 1 sar, 1996; Teoh i sar., 2004; Chu i Chen, 2006; Jayabalan, 2007).

Da bi ispitali uticaj koli¢ine crnog ¢aja na proces fermentacije pripremljene su
podloge sa sadrzajem caja od 1,5, 3 14,5 g/L. Fermentacija je izvedena u sudovima ukupne
zapremine 0,72 L (Vsuda/Vpodioge=2,42) 1 5 L (Vsuda/Vpodioge=1,66). Za inokulaciju je
iskori§¢ena kombuha iz prethodne kultivacije koja je podlogama za kultivaciju dodata u
koli¢ini od 10% (v/v); titrabilna kiselost inokuluma je bila 4,45 g/L, broj ¢elija kvasaca u
inokulumu 7,36 log cfu/mL, a broj celija bakterija siréetnog vrenja 7,32 log cfu/mL.
Sadrzaj saharoze u podlogama za kultivaciju je bio 70 g/L.

Tokom prva dva dana fermentacije podloga sa razli¢itim koli¢inama crnog ¢aja nisu
zabelezene znacajnije razlike u titrabilnoj kiselosti (Slika 33); izvesne razlike zabelezene
su nakon treceg dana kultivacije. Na kraju procesa fermentacije u sudu zapremine 0,72 L
najveca kiselost (4,12 g/L) je zabeleZena za kombuhu dobijenu transformacijom podloge sa
4,5 g/L crnog Caja; kombuha dobijena od podloge sa 1,5 g/L crnog €aja je imala titrabilnu
kiselost od 3,09 g/L, a kombuha sa pocetnih 3 g/L ¢aja - 3,2 g/L.
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titrabilna kiselost (g/L)

trajanje fermentacije (dani)

‘*pH 1,5g/L =pH3 g/L epH45g/L ~cl15g/L o-c3g/L ©-c45 g/L‘

Slika 33. Promene vrednosti pH i titrabilne kiselosti podloga u bocama V;=0,72 L
tokom kombuha fermentacije (Vsuda/Vpodioge=2,42)

Slika 34 prikazuje promene vrednosti pH i titrabilne kiselosti podloga sa 3 14,5 g/LL
crnog ¢aja u bocama od 5 L, pri ¢emu je zapremina podloga bila 3 L (Vsuda/Vpodioge=1,606).
Za inokulaciju je koris¢ena kombuha iz prethodne kultivacije titrabilne kiselosti 2,87 g/L,

sa brojem c¢elija kvasaca 7,19 log cfu/mL i brojem ¢elija bakterija siréetnog vrenja 7,14 log
cfu/mL.

titrabilna Kkiselost (g/L)

trajanje fermentacije (dani)

|+ pH3 g/L =pH45g/L ~c3 gL oc45gL]

Slika 34. Promene vrednosti pH i titrabilne kiselosti podloga tokom
kultivacije u bocama zapremine 5 L (Vguda/Vpoa=1,66)

Tokom fermentacije pod navedenim uslovima (Slika 34) nisu zabelezene znacajnije
razlike u vrednostima pH i titrabilne kiselosti podloga; znacajniji porast kiselosti je
zabelezen nakon Cetvrtog dana fermentacije, verovatno nakon faze pocetnog
prilagodavanja Cajne gljive na uslove sredine i akumulacije etanola. Od cetvrtog do
jedanaestog dana fermentacije postoji gotovo linearna zavisnost titrabilne kiselosti od
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vremena trajanja fermentacije. Optimalnu kiselost napici dostizu nakon devet dana
procesa, nezavisno od pocetne koncentracije ¢aja u medijumu za kultivaciju ¢ajne gljive.

Promene mikrobioloskih parametara procesa — ukupnog broja celija kvasaca i
bakterija sir¢etnog vrenja tokom fermentacije podloga sa 3 14,5 g/L crnog ¢aja (Vsuga=5 L)
su u skladu sa rezultatima promene titrabilne kiselosti (Slika 35). Za obe koncentracije
crnog Caja, tokom prva Cetiri dana fermentacije, doslo je do porasta broja ¢elija kvasaca i
bakterija, nakon cega se broj ¢elija neznatno menjao. I pored manjeg pada broja ¢éelija u
periodu izmedu ¢etvrtog 1 sedmog dana, odnosno devetog i jedanaestog, broj ¢elija kvasaca
i bakterija siréetnog vrenja za sve vreme procesa nije bio manji od 10° cfu/mL §to je vazno
za efikasnost procesa fermentacije. Takode, nisu zabeleZene ni znacajnije razlike u broju
¢elija kvasaca 1 bakterija siretnog vrenja u podlogama sa razliCitim pocetnim
koncentracijama crnog ¢aja.

(=

broj ¢elija (log cfu/mL)

trajanje fermentacije (dani)

‘—O—kvasci 3g/L 0—BSV3g/L --o--kvasci4,5 g/L --a--BSV 4,5 g/L‘

Slika 35. Ukupan broj ¢elija kvasaca 1 bakterija siretnog vrenja tokom
kultivacije ¢ajne gljive na podlogama sa 3 14,5 g/L crnog ¢aja (Vsuda/Vpod=1,66)

Sreeramulu 1 saradnici (2000) su za kultivaciju ¢ajne gljive koristili podlogu sa 5
g/L crnog Caja, 100 g/L saharoze i 25 g/L glukoze. Ukupno 400 mL podloge je razliveno u
staklenu bocu zapremine od 750 mL (Vsuda/Vpodioge=1,875). Inokulacija je obavljenasa 5 g
¢ajne gljive koja je prethodno gajena u istom medijumu Cetrnaest dana. Nakon osam dana
fermentacije je sadrzaj siréetne kiseline bio neSto manji od 4 g/L. Broj Celija bakterija
siréetnog vrenja je na podetku procesa bio 10* cfu/mL, a kvasaca 10 cfu/mL. Nakon Getiri
dana fermentacije broj éelija kvasaca i bakterija dostize vrednosti od 10 cfu/mL. Tokom
naredna dva dana je broj ¢elija kvasaca naglo pao na 10* cfu/mL, a broj bakterija na 10°
cfu/mL. Broj bakterija sir¢etnog vrenja se, za razliku od kvasaca, tokom cetrnaest dana
kultivacije odrzavao manje-vise na nivou od 10° cfu/mL.

Jayabalan 1 saradnici (2007) je za kultivaciju ¢ajne gljive koristio podlogu sa cak 12
g/l crmog caja i 100 g/L. saharoze; inokulaciju podloge je obavio sa 3% (m/v)
fermentacione tecnosti prethodne kultivacije. Za fermentacija je koristio staklene posude
ukupne zapremine 0,5 L, Sto je sa zapreminom podloge od 0,2 L dalo povoljniji odnos
Viuda/Vpodioge=2,5. Nakon Sest dana fermentacije sadrzaj sircetne kiseline u fermentisanoj
teCnosti je bio 1,5 g/L, nakon devet dana 2,44, a nakon dvanaest dana 4,72 g/L. Ukupan

68



broj ¢elija kvasaca i bakterija sir¢etnog vrenja u podlozi je tokom devet dana fermentacije
konstantno rastao do vrednosti od 10’, odnosno 10* cfu/mL. Nakon toga zabeleZeno je
smanjenje broja Celija kvasaca i bakterija do osamnaestog dana, §to autori objasnjavaju
niskom vrednoséu pH sredine i1 kiselinskim Sokom, nedostatkom hranljivih materija u
podlozi i porastom anaerobioznosti sredine. Sporiji proces transformacije podloge u
istraZivanju Jayabalana i saradnika odnosu na rezultate koji su prikazani slikama 30 1 31,
uprkos vecoj pocetnoj koli¢ini crnog c¢aja u podlozi za kultivaciju i povoljnijem
koeficijentu efektivne zapremine, se moze objasniti manjim pocetnim broj celija Cajne
gljive u radu navedenih autora. Na osnovu ovoga se moze zakljuciti da sadrzaj ¢aja nije
odlucujuéi za efikasnu fermentaciju zasladenog Caja ¢ajnom gljivom, ve¢ da su fizioloske
karakteristike kombuha kulture i inicijalni broj ¢elija u podlozi mnogo znacajniji.

4.4. Specificna medufazna povrsina kao klju¢ni parametar scale-up
modela kombuha fermentacije

Kombuha se obi¢no priprema fermentacijom zasladenog crnog caja u staklenim
sudovima zapremine manje od 0,5 L (Steinkraus 1 sar., 1996; Teoh i sar., 2004) do 1 L
teCnosti (Sreeramulu 1 sar., 2000; Chen i Liu, 2000). Inokulacija podloge se izvodi
fermentisanom te¢nos¢u prethodne kultivacije, koja se u koli¢ini od 10-20% (v/v) dodaje
podlozi, ili celuloznom pelikulom. Supstrat se inkubira stati¢no pod aerobnim uslovioma
10-12 dana na temperaturi od 20-28°C (Reiss, 1994; Sievers i sar., 1995; Blanc, 1996). U
dostupnoj nau¢noj i patentnoj literaturi nama podataka da je fermentaciji izvedena na nivou
od nekoliko desetina ili stotina litara fermentisane te¢nosti.

Pretpostavka primene rezultata dobijenih istraZzivanjem na laboratorijskom nivou na
velike sisteme je obezbedivanje odgovarajuéeg stepena slicnosti izmedu malih i velikih
zapremina. Za proizvodnju kombuhe na poluindustrijskom ili industrijskom nivou
neophodan je scale-up procesa fermentacije. U literaturi se moze naci vrlo ogranicen broj
informacija vezanih za ovu problematiku (Malbasa i sar., 2006).

Projektovanje fermentacionog procesa sa laboratorijskog nivoa na komercijalni je
izazov zbog teskoca u definisanju faktora koji uticu na scale-up procesa tokom kultivacije
(Hsu i Wu, 2002). Kao i u drugim fermentacionim procesima i u kombuha fermentaciji od
klju¢nog znacaja je obezbediti optimalne uslove za rast, razmnozavanje i metabolicku
aktivnost radne kulture. Kako je u prethodnom delu ovog rada pokazano, koli¢ine izvora
ugljenika i azota nisu presudne za proces fermentacije i poCetne koncentracije saharoze 1
crnog ¢aja u podlozi za kultivaciju se mogu kretati u relativno Sirokim granicama. Ono §to
kombuha fermentaciju Cini specificnom je priroda odnosa izmedu bakterija siréetnog
vrenja i kvasaca tokom fermentacije koja do danas nije potpuno definisana.

Imajuéi u vidu prirodu zajednice kvasaca 1 bakterija sir¢etnog vrenja u ¢ajnoj gljivi
1 nemogucnost da bakterije siréetnog vrenja usvoje saharozu iz podloge za kultivaciju,
limitiraju¢i faktor procesa je invertazna aktivnost kvasaca i1 njihova fermentativna
aktivnost. Od brzine hidrolize saharoze i produkcije etanola, zavisi i brzina celokupnog
procesa kombuha fermentacije. Kako su rezultati prethodnih istrazivanja pokazali
(Cvetkovi¢, 2003) kvasci lokalne ¢ajne gljive svojom invertaznom i fermentativnom
aktivnoSéu tokom pocetnog perioda fermentacije obezbeduju dovoljnu koli¢inu
monosaharida i etanola koji su neophodni bakterijama siréetnog vrenja. Zato je fizioloska
aktivnost bakterija siréetnog vrenja, kao striktno aerobnih organizama, tokom kombuha
fermentacije limitirana brzinom transfera vazdus$nog kiseonika u podlogu za kultivaciju.
Pod staticnim uslovima koli¢ina rastvorenog kiseonika u podlozi zavisi isklju¢ivo od
veli¢ine gornje povrsine 1 ukupne zapremine medijuma. Ova zavisnost moze biti izrazena
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preko specificne medufazne povrsine (a), kao kinetickog faktora koji se definiSe odnosom
poprecnog preseka reaktora i zapremine tecne faze. Specifiéna medufazna povrSina je
povezana i sa drugim kinetickim faktorima kao S§to su koeficijent prenosa mase i
koncentracija rastvorenog kiseonika (Nielsen i sar., 2003).

Na osnovu iznetih ¢injenica, specificna medufazna povrSina je odabrana kao
klju¢na promenljiva za scale-up kombuha fermentacije. Za pretpostaviti je da dva reaktora
koji imaju iste vrednosti specificne medufazne povrsine (a), uprkos razlikama u veli¢ini,
obezbeduju podjednake uslove za prenos mase kiseonika i identi¢no trajanje procesa.

Da bi se doslo do dovoljnog broja podataka za izvodenje modela i njegovu
verifikaciju kombuha fermentacije su izvedene u Sest reaktora razliCite zapremine (tri
reaktora za izvodenje modela i tri za njegovu verifikaciju) ¢ije su karakteristike date
tabelom 11. Reaktori su punjeni razli¢itom zapreminom podloge (zasladeni crni caj)
pripremljene na uobicajen nacin. U tabeli 19 su prikazane i vrednosti specificne medufazne
povr§ine za pojedine reaktore. Uzorkovanje fermentisane tec¢nosti zbog odredivanja
vrednosti pH 1 titrabilne kiselosti je obavljeno svakog drugog ili treCeg dana.

Tabela 19. Karakteristike sudova za fermentaciju i opseg nezavisno promenljivih

Geometrijske Opseg nezavisno promenljivih
karakteristike sudova .
. . . Z‘tp remina Trajanje .
Zapremina Precnik, te¢nosti (L) .. Specifi¢na medufazna
suda (L) (cm) fermentacije povrsina (cm™)
(dani)
Male boce 0,72 8 0,33 9 0,152
Uobicajene 5 16 418 9 0,0481
boce
5,5 9 0,0543
Velike 6,8 9 0,0438
boce 10 19,5 8,08 12 0,0369
8,25 12 0,0362
5,5 9 0,0462
Cilindri 13 18 8,25 12 0,0308
11 14 0,0231
11 9 0,0642
. 13,8 9 0,051
Mali reaktor 25 30 16.5 1 0,0428
19,25 14 0,0367
Veliki 110 63 90 13 0,0346
reaktor

4.4.1.Glavne karakteristike upotrebljenih inokuluma

Za inokulaciju zasladenog Caja je koriS¢ena fermentisana tecnost iz prethodnog
ciklusa kultivacije (3 L zasladenog ¢aja u sudu ukupne zapremine 5 L inokuliran pelikulom
¢ajne gljive). Prose¢ne vrednosti hemijskih (pH 1 titrabilna kiselost) i mikrobioloskih (broj
¢elija kvasaca i bakterija siretnog vrenja) parametara za sve primenjene inokulume su
prikazane tabelom 20. Prose¢ne vrednosti pH 1 titrabilne kiselosti upotrebljenih inokuluma
od 314,11 g/L (nakon sedam dana kultivacije) odgovaraju rezultatima koje su dobili drugi
autori. Liu 1 saradnici (1996) su za fermentisanu te¢nosti nakom Sest dana dobili vrednost
pH od 3,5 i sadrzaj sircetne kiseline od 4 g/L, dok su Sievers i saradnici (1995) napitak iste
kiselosti dobijali nakon devet dana fermentacije. Broj fizioloski aktivnih ¢elija kvasaca 1
bakterija siretnog vrenja u inokulumima je bio 6,62 log cfu/mL, $to takode priblizno
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Tabela 20. Osnovne karakteristike primenjenih inokuluma (x4+SD)

Broj ¢elija (log cfu/mL)
kvasci BSV
3,04+0,14 4,11%+0,76 6,62+0,45 6,62+0,39

pH Titrabilna kiselost (g/L)

odgovara mikrobioloskim karakteristikama fermentisane te¢nosti objavljenim od strane
drugih istrazivaca. Na primer, Sreeramulu i saradnici (2000) su dobili 4,48 log cfu/mL
¢elija kvasaca i 5,3 log cfu/mL bakterija siréetnog vrenja u fermentisanoj te€nosti nakon
Sest dana kultivacije ¢ajne gljive, dok su objavljeni rezultati Chen i Liu (2000) bili 7,55 i
4,5 log cfu/mL. Teoh 1 saradnici (2004) su utvrdili da je broj pojedinacnih vrsta kvasaca
nakon Sest dana procesa izmedu 5 i 7 logaritamskih jedinica u zavisnosti od vrste kvasaca.
Izvesne razlike u vrednostima hemijskih parametara, trajanju kombuha fermentacije i broju
¢elija u fermentacionoj tecnosti je ocekivan, jer kombuha napitak nije standardizovanog
mikrobioloSkog i hemijskog sastava (Teoh 1 sar., 2004). Medutim, prikazani rezultati
pokazuju odredenu slicnost izmedu razli¢itih kombuha kultura i moguénost da se
fermentacioni procesi ponove pod istim uslovima na razli¢itim lokacijama.

4.4.2. Promene vrednosti pH i titrabilne Kiselosti tokom fermentacije u
sudovima razlicite zapremine

Vrednosti pH 1 titrabilne kiselosti (TA) su merene u velikim staklenim bocama,
staklenim cilindrima i malom reaktoru ¢ije su karakteristike prikazane u tabeli 19. Promene
vrednosti pH 1 titrabilne kiselosti tokom kultivacije ¢ajne gljive i zavisnost od specifi¢ne
medufazne povrSine reaktora su prikazane na slikama 36-38. Prikazani podaci
predstavljaju srednju vrednost iz Sest pojedinacnih merenja (iz dva paralelna eksperimenta
sa po tri merenja). Vrednosti titrabilne kiselosti su sluzile kao baza podataka za izvodenje
matematickog modela kombuha fermentacije. Pored toga, isti parametri su odredeni i za
veliki reaktor (Tabela 19) u cilju verifikacija primene modela u scaling-u kombuha
fermentacije. Kona¢no, fermentacija je izvedena i u malim staklenim sudovima kako bi se
proverila moguénost ekstrapolacije modela na male zapremine fermentora.

Analiza rezultata prikazanih slikama na 36-38 pokazuje da vrednosti pH i titrabilne
kiselosti fermentacione te¢nosti znacajno zavise od duzine trajanja procesa, sto je u skladu
sa zapazanjima drugih istrazivaca (Loncar i sar., 2006; Jayabalan i sar., 2007). Vrednost
pH zasladenog crnog ¢aja nakon pripreme je bila oko 7,4. Ova vrednost nakon inokulacije
majom (10% v/v) trenutno pada na oko 4,7. Tokom prva Cetiri dana kultivacije vrednost
pH pada za oko 1,6 jedinica pH, Sto je posledica fizioloSke aktivnosti mikroorganizama
cajne gljive 1 sinteze organskih kiselina (primarno sir¢etne kiseline). Nakon ovog perioda
promene vrednosti pH su zanemarljive uprkos daljoj sintezi organskih kiselina.
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Slika 36. Promene pH i titrabilne kiselosti (TA) u velikim bocama za kombuha
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Slika 37. Promene pH i titrabilne kiselosti (TA) u cilindrima za kombuha fermentaciju

Trend promena pH prikazan na slikama 36-38 su zabeleZili 1 drugi autori (Chen i
Liu, 2000; Sreeramulu i sar., 2000; Cvetkovi¢, 2003) i on je tipican za kombuha
fermentaciju. Oc¢igledno je da fermentisana te¢nost poseduje odredeni puferski kapacitet
koji spre¢ava dalje znaCajnije promene vrednosti pH tokom celokupnog procesa
kultivacije. Verovatno je objaSnjenje ove pojave u ugljendioksidu koji nastaje tokom
kombuha fermentacije fizioloSkom aktivnos¢éu kvasaca i koji u rastvorenom obliku suzbija
disocijaciju sintetisanih organskih kiselina (Tokom vremena usled stvaranja celulozne
pelikule na povr$ini medijuma onemogucena je difuzija ugljendioksida $to izaziva njegovu
kumulaciju). U vodenom rastvoru ugljendioksid disosuje daju¢i amfoproti¢ni
hidrokarbonatni anjon (HCOj’), koji reaguje sa protonima (H") prisutnih organskih
kiselina, spreavajuci tako dalje promene pH fermentisane te¢nosti. Zbog toga, vrednost
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pH ne moze biti kritian parametar procesa koji odreduje kraj kombuha fermentacije, kako
je to predloZzeno od drugih autora koji su izucavali scale-up kombuha fermentacije. Kriti¢ni
parametar fermentacije je titrabilna kiselost fermentisane tecnosti za koju je potrebno
definisati zeljenu, tj. konzumnu optimalnu vrednost koja ¢e odredivati kraj procesa.

{| TA pH mali reaktor
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Slika 38. Promene pH i titrabilne kiselosti (TA) u malom reaktoru za kombuha
fermentaciju

Kako je ranije spomenuto, specificna medufazna povrSina (@) je povezana sa
ostalim kinetickim parametrima slede¢im matematickim izrazom:

VL%ZKL(C*—C)A = %zKLa(c*—c) (1)

gde V predstavlja zapreminu tecnosti; 4 je Eopreéni presek reaktora; K je koeficijent
prenosa mase; 7 predstavlja vreme, dok su ¢ 1 ¢ stvarna i ravnotezna koncentracija.

Specificna medufazna povrSina je u direktnoj vezi sa transportom mase, tj.
transferom atmosferskog kiseonika 1 indirektno aktivno$¢u bakterija siréetnog vrenja, kao
striktno anaerobnih bakterija u podlozi za kultivaciju.

Analiza zavisnosti titrabilne kiselosti od specificne medufazne povrsine (Slike 36-
38) pokazuje da se u sudovima vece vrednosti a (bez obzira na veli¢inu suda za
fermentaciju) proces odvija brze tako da se za kra¢e vreme fermentacije postize kriticna
vrednost titrabilne kiselosti. Takode, podjednake vrednosti a za razlicite reakcione sudove
garantuju isto vreme trajanja procesa. Na primer, zeljena kiselost fermentisane tecnosti od
4 g/L se postize nakon devet dana u velikim bocama (¢=0,036), a nakon deset dana u
cilindrima (a=0,031) i malom reaktoru (a=0,037). O¢igledno je da iste vrednosti specifi¢ne
medufazne povrSine za reaktore razli¢ite veliCine najverovatnije obezbeduje identiCan
prenos mase u razli¢itim sistemima. Zato se medufazna povrSina moze koristiti kao vodeci
parametar scale-up procedure umesto zapremine te¢nosti kako je predlozeno od drugih
autora (Malbasa i sar., 2006).
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4.4.3. Matematicki model kombuha fermentacije

Regresiona analiza je primenjena na bazu podataka koja je sadrzavala 15 prose¢nih
vrednosti dobijenih za cilindre, 21 prosecnu vrednost za velike boce 1 23 prosecne
vrednosti za fermentaciju u malom reaktoru. Na ovaj nacin je dobijeno ukupno 59
vrednosti za titrabilnu kiselost (74) 1 iskoriS¢eno za izvodenje funkcije 74 (7, a):

TA:bla+b21+b3ar+b4ar(a—r)+b5ar(a—r)2 (s2 =0,142) 2)

Stakleni cilindri, velike staklene boce i mali reaktor su napunjeni razli¢itim
zapreminama tecne faze, odnosno podloge za kultivaciju ¢ajne gljive (Tabela 19), dajuci
tako sisteme sa razli¢itim vrednostima medufazne povrSine i Siroku bazu podataka.

Funkcija (2) je matematicki opis zavisnosti izmedu titrabilne kiselosti, trajanja
fermentacije (7) 1 specificne medufazne povrSine. Model (2) je od nekoliko modela
definisan kao najbolji koris¢enjem sledeceg kriterijuma:

n

Z(TA i,exp— T4 i,calc)2

2 _i=l
= 3
s — 3)

gde TA;.,, oznaCava prosecnu titrabilnu kiselost zasnovanu na eksperimentalnim
podacima, dok 74,;... reprezentuje odgovarajucu titrabilnu kiselost izraCunatu pomocu
jednacine (2); n predstavlja broj prose¢nih vrednosti merenja (59), dok k predstavlja broj
parametara u modelu (5).

Problem odredivanja parametara (od b; do bs) regresione jednacine (2), u skladu sa
dobro poznatom metodom najmanjih kvadrata odstupanja, svodi se na nalaZzenje
minimuma funkcije koja predstavlja zbir kvadrata odstupanja merenih vrednosti kiselosti
od vrednosti koje su dobijene rac¢unanjem pomocu jednacine (2). Na osnovu potrebnog
uslova za ekstrem poznatog iz diferencijalnog racuna, odreduju se prvi izvodi pomenute
funkcije, kojih ima onoliko koliko ima nepoznatih parametara. Izjednacavanjem prvih
izvoda sa nulom formira se sistem linearnih jednacina ¢ije je jedinstveno reSenje set b-
parametara. U tabeli 21 prikazane su vrednosti b-parametra odredene obradom izmerenih
vrednosti titrabilne kiselosti, zajedno sa odgovaraju¢im #-faktorima koji mogu da posluze
za ocenu znacajnosti parametara. OcCigledno je da najvecu vrednost ima ¢-faktor koji se
odnosi na linearni vremenski ¢lan, ¢ime je potvrdena Cinjenica da trajanje fermentacije ima
najznacajniji uticaj na vrednost titrabilne kiselosti (TA). Vrlo znacajni su i1 parametri bs 1 by
koji se odnose na kompleksnu interakciju dve nezavisno promenljive (tj. interakciju
trajanja fermentacije 1 specifine interfazne povrsine). Ove interakcije unose znaCajan
stepen nelinearnosti u matematicki model. Takode, imaju¢i u vidu ¢-faktor, moze se
zakljuciti da je od znacaja 1 parametar b; koji izrazava uticaj same specifi¢ne interfazne
povrSine na titrabilnu kiselost reakcione tec¢nosti. Najmanje znacajna je jednostavna
interakcija dve nezavisno promenljive veliCine - trajanja fermentacije 1 specificne
interfazne povrSine.
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Tabela 21. Parametri matemati¢kog modela (3) 1 njihovi #-faktori

Simbol Vrednost t-vrednost
1 b 7,28 0,14
2 b, 0,202 0,32
3 b; -0,61 0,015
4 by -1,38 0,19
5 bs -0,074 0,20

4.4.4. Aplikativnost scale-up modela

Matematicki model (2) bi trebao da vazi za svaki fermentativni proces izveden
uporedivom kombuha kulturom u zasladenom crnom caju kao supstratu sa 70 g/L
saharoze, ukoliko sadrzaj biosintetisanih kiselina ne prelazi 5,78 g/L i ukoliko proces ne
traje duze od 14 dana, a specificna medufazna povrSina ima vrednosti u intervalu od
0,0231-0,0642 cm™. Funkcija (2) je izvedena pod tim eksperimentalnim uslovima i
koriS¢ena za scaling-up procesa kombuha fermentacije.

Za optimalnu titrabilnu kiselost (b =4 g/L) jednacina 2 se transformise u:

7,28a +0,2027 - 0,61at —1,38a7(a —7)-0,074ar(a —7)’ =b =0 4)

Kako izraz sadrzi dve nezavisno promenljive veli¢ine do njegovog numerickog
reSenje se dolazi slede¢im koracima. Kao prvo specifirano je trajanje procesa i zatim je
specificna medufazna povrsina izracunata koriS¢enjem Newton-Raphson procedure. Tako
je odredena medufazna povrSina potrebna za postizanje kiselosti od 4 g/L za definisano
vreme trajanja procesa. Ponavljanjem opisanog postupka, dobija se serija vrednosti za
interfaznu specifiénu povrsinu prikazana u tabeli 22. Oc¢igledno je da manje vrednosti
faktora a zahtevaju duze trajanje fermentacije Sto je direktna posledica sporijeg prenosa
mase u sistemu. [zracunate vrednosti za specifiénu medufaznu povrSinu mogu se upotrebiti
za procenu geometrijskih karakteristika reaktora koje ¢e obezbediti zadovoljavajuce uslove
fermentacije. U tabeli 22 su prikazane vrednosti za nekoliko zapremina medijuma (20-100
L).

Tabela 22. Karakteristike velikih reaktora dobijenih scaling-up procedurom

Trajanje Medufazna Reaktori za proizvodnju fermentisanog napitka kiselosti 4 g/L
fer‘&"‘;:;““e Py VD) dem) | VO dem) | VO dem)
7 0,0573 20 38,2 50 60,4 100 85,4
8 0,0452 20 33,9 50 53,7 100 75,9
9 0,0366 20 30,5 50 48,3 100 68,3
10 0,0304 20 27,8 50 44 100 62,2

4.4.5. Verifikacija modela za kombuha fermentaciju

U cilju provere validnosti definisanog scale-up modela (4) za kombuha
fermentaciju, izveden je eksperiment u reaktoru zapremine 110 L, precnika D=63 cm
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(Tabela 19; Slika 39). Izracunata specifi¢cna medufazna povrsina za ovaj reaktor je iznosila
a=0,0346, a procenjeno vreme trajanja fermentacije na osnovu podataka iz tabele 14 je bilo
9-10 dana. Eksperimentalni podaci su pokazali da je zeljena ukupna kiselost od 4 g/L
postignuta za 10 dana kultivacije (Slika 40). Ovo pokazuje visoku uskladenost izmedu
eksperimentalnih i izraCunatih vrednosti titrabilne kiselosti tokom kombuha fermentacije i
potvrdu da je scaling-up kombuha fermentacije izveden uspesno, pri scaling-up odnosu od
1:5, koji je predlozen kao optimalan za bioreaktore (Junker, 2004). Takode se moze rec¢i da
je metod zasnovan na specifi¢noj medufaznoj povrsini precizan i pouzdan, bar koliko 1
prethodno predlozeni metod koji geometrijsku slicnost malih i velikih reaktora uzima kao
glavni kriterijum (Malbasa i sar., 2006).

Slika 39. Reaktor za kombuha fermentaciju ukupne zapremine 110 L

Robusnost modela (4) je proverena i njegovom primenom na ekstremno male boce
za fermentaciju. U tu svrhu je kombuha fermentacija izvedena u staklenim bocama ukupne
zapremine 0,72 L, sa zapreminom te¢ne faze od 0,33 L, Ciji je precnik bio 8 cm (Tabela
19). Izracunata specificna medufazna povrsina za ove boce je bila a=0,152, §to je vrednost
oko 2,5 puta veca od najvece vrednosti za a (0,0642) koja je iskoriS¢enja za izvodenje
matematickog modela. IzraCunato vreme trajanja fermentacije pomocu modela je bilo 4
dana, dok su ekperimentalni podaci pokazali da se kriti¢na ukupna kiselost (4 g/L) postize
za 4,5 dana. Stepen slaganja je prihvatljiv posebno imaju¢i u vidu da je u ovom slucaju
izvedena ekstrapolacija. U domacinstvima se kombuha obi¢no priprema u staklenim
bocama zapremine 5 L (Tabel 19). Primenom modela (4) na ovaj sistem dobijeno je da se
sa 4,18 L tecne faze titrabilna kiselost od 4 g/L postize za 6,5 dana dok je izraCunato vreme
fermentacije aproksimativno 7,5 dana. Porede¢i eksperimentalna i izracunata vremena
trajanja kombuha fermentacije moze se konstatovati da je trajanje fermentacije izraCunato
jednacinom 4 duze od eksperimentalnog u slucajevima kada se jednaCina primeni na
sisteme koji nisu ukljuceni u izvodenje scale-up modela (male boce 1 veliki reaktor).

Tabela 23 prikazuje promene glavnih metabolite Cajne gljive (siréetne kiseline i
etanola) tokom fermentacije u sudovima razli¢itih geometrijskih karakteristika i razli¢itih
vrednosti specificne medufazne povrSine (a). Uzorkovanje fermentisane tecnosti je
obavljeno sa sredine sudova za kultivaciju, a sadrzaj etanola 1 siretne kiseline je odreden
HPLC metodom.
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Slika 40. Promene pH i titrabilne kiselosti u velikom reaktoru (110 L) u poredenju sa

Trajanje fermentacije, dan

izraCunatim vrednostima za kiselost napitka

Tabela 23. Promene sadrzaja glavnih metabolita ¢ajne gljive (g/L) tokom
fermentacije u sudovima razlicite zapremine

Sudovi za fermentaciju
Trajanje | v=5L;a=0,0481 cm” | V=25L;2=0,0367 cm™ | V=100 L; a=0,0346 cm™'
fermentacije Siréetna Etanol Siréetna Etanol Siréetna Etanol
kiselina kiselina kiselina

0 - - 0,2099 0,3847 0,3530 0,5342
2 0,253 1,3517 0,3421 1,4046 0,551 2,2202
4 0,5181 2,2041 0,8031 2,0422 0,9553 4,776
6 - - 1,3592 2,9618 1,2965 4,8747
7 2,3857 4,0872 - - - -
9 3,303 5,1614 1,8311 4,4281 1,8214 6,8359
11 4,7419 4,0705 2,3411 5,1319 2,2458 6,7451

Dobijeni rezultati pokazuju da se proces fermentacije u sudu zapremine 5 L odvijao
najbrze; za 11 dana fermentacije u ovom sudu je sintetisana najveéa koli¢ina siréetne
kiseline, a istovremeno se u podlozi nalazila i najmanja koli¢ina etanola. Verovatno da je
zbog vece specificne medufazne povrsine osigurana bolja aerisanost podloge u reaktoru od
5 L, §to za posledicu ima vecu aktivnost bakterija siretnog vrenja 1 efikasniju
transformaciju etanola u siréetnu kiselinu. U tom smislu, u preostala dva reaktora, dolazi
do izvesnog nakupljanja etanola usled smanjene fizioloske aktivnosti bakterija siréetnog

vrenja.
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5. ZAKLJUCAK

Celije bakterija siréetnog vrenja su u podlozi inokuliranoj celuloznom navlakom
najbrojnije u povrsinskom delu, dok su u podlozi sa starter kulturama ravnomerno
zastupljene u svim ispitanim zonama podloge. Celije kvasaca su tokom
fermentacije podloga blago rasporeduju ka dnu suda za kultivaciju. Ovakva
raspodela celija u podlogama je razlog zasto je fermentacija podloge inokulirane
celuloznom navlakom najintezivnija u povrSinskom delu podloge (pod celuloznom
pelikulom), dok je transformacija podloge sa starter kulturama ravnomerna po
celokupnoj zapremini.

Broj ¢elija kvasaca izolovanih iz autohtone cajne gljive, kao starter kultura, u
podlozi za kultivaciju od 10° éelija/mL je dovoljan za uspe$nu fermentaciju
zasladenog Caja. Medutim, isti broj ¢elija bakterija siretnog vrenja je nedovoljan
za efikasnu transformisanje podloge u kombuha napitak. Minimalan broj
bakterijskih ¢elija u podlozi za uspe$nu kombuha fermentaciju je 10° éelija/mL.
Limitiraju¢i faktor fizioloSke aktivnosti bakterija siretnog vrenja tokom stati¢ne
kombuha fermentacije je koli¢ina dostupnog vazdusnog kiseonika u podlozi.

U fermentisanoj teCnosti koja je inokulirana starter kulturama, na kraju
fermentacije, je registrovana znatno veca koliCina etanola i znatno manja koli¢ina
ugljenih hidrata (saharoze, glukoze i fruktoze), u odnosu na podlogu koja je
inokulirana celuloznom pelikulom. Ovo je posledica izuzetne fizioloSkoj aktivnosti
Cistih kultura kvasaca 1 bakterija siréetnog vrenja, koje su upotrebljene kao starter
kulture. Izolovani sojevi kvasaca su u fazi predinokulacije umnoZzeni i adaptirani na
podlogu sa saharozom. Rezultat upotrebe starter kultura je dobijanje kombuhe vece
titrabilne kiselosti u odnosu na tradicionalni postupak inokulacije, za isto vreme
kultivacije.

SadrZaj saharoze (u granicama od 5-10 g/L) 1 crnog ¢aja (3-4,5 g/L) nije odlucujuci
za efikasnu fermentaciju zasladenog ¢aja ¢ajnom gljivom, ve¢ su mnogo znacajnije
fizioloske karakteristike kombuha kulture 1 inicijalni broj ¢elija kvasaca i1 bakterija
sirCetnog vrenja u podlozi za kultivaciju. Medutim, pokazalo se da porast
zapremine supstrata u reaktoru za kultivaciju ¢ajne gljive, tj. smanjenje faktora
Viuda/ Vpodioge VOdi smanjenju koli¢ine sintetisanih kiselina 1 produZenju procesa
fermentacije. Moguce je da povecanjem zapremine podloge, pri staticnim uslovima
kultivacije, dolazi do smanjenja koli¢ine rastvorenog kiseonika po jedinici
zapremine podloge, kao jednog od limitiraju¢ih faktora kombuha fermentacije.

Specificna medufazna povrSina (a) se moze definih kao kriticna promenljiva 1
kljuéni parametar za izvodenje matematickog modela za scale-up kombuha
fermentacije. Dva reaktora razli¢itih geometrijskih karakteristika, uz uslov da imaju
iste vrednosti specificne medufazne povrSine, ¢e najverovatnije za isto vreme
trajanja fermentacije dati napitke istih senzornih karakteristika, tj. titrabilne
kiselosti. Eksperimentalni podaci dobijeni za fermentaciju izvedenu u sudu ukupne
zapremine 110 L, a za projektovanu vrednost a, su puna potvrda aplikativnosti
definisanog matematickog modela za scaling-up kombuha fermentacije.

Konzumni kombuha napici od crnog i rtanjskog Caja i ¢aja ehinacee su pokazali
gotovo identi¢no antimikrobno delovanje na ispitane bakterije, na osnovu ¢ega se
moze zaklju€iti da vrsta cCaja 1 njegove komponente nisu odlucujuéi faktor
antimikrobne aktivnosti napitka. Nosioci antimikrobne aktivnosti kombuha
napitaka su metaboliti ¢ajne gljive sintetisani tokom kultivacije, pre svih siréetna
kiselina. Medutim, s obzirom da su odredeno antimikrobno delovanje pokazali i
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uzorci kombuhe nakon neutralisanja, moze se pretpostaviti da nosioci antimikrobne
aktivnosti kombuhe nisu samo organske kiseline.

Kombuha napici su antimikrobnu aktivnost ispoljili pre svega na mikroorganizme
sa prokariotskim tipom Celije — bakterije Salmonella enteritidis, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i1 Bacillus sp.
Izvesno je da struktura ¢elijskog zida bakterijske ¢elija nije presudna za mehanizam
antimikrobnog delovanja kombuhe, imaju¢i u vidu da su uzorci delovali i na Gram
pozitivne i na Gram negativne bakterije.

Kombuha napici nisu inhibirali rast ni jednog od testiranih sojeva kvasaca, a
Penicillium aurantiogriseum 1 Aspergillus flavus su bili jedini eukariotski
mikroorganizmi na koji su kombuhe od crnog 1 rtanjskog Caja 1 Caja ehinacee
pokazale grani¢nu inhibitornu aktivnost. Imaju¢i u vidu ispoljenu aktivnost
napitaka na potencijalne kontaminante tokom kultivacije Cajne gljive, moze se
konstatovati da se poStovanjem minimalnih sanitarno-higijenskih uslova u
domacinstvu ili proizvodnom pogonu, obezbeduje dobijanje kombuhe bez velikog
rizika od kontaminacije radne kulture i napitka enterobakterijama. Meditim, izvesni
rizik od kontaminacije plesnima i kvascima iz okoline postoji.

Crni ¢aj, €ajni napici od korena i herbe ehinacee i njihovi kombuha napici su
pokazali antioksidativnu aktivnost na DPPH radikale. Cajni napici su pri tome imali
nize vrednosti antioksidativne aktivnosti u poredenju sa konzumnim kombuha
napicima. NajizraZeniji antioksidativni efekat (AApppp=100%) na stvaranje i
transformaciju DPPH radikala detektovan je u prisustvu kombuha napitka
pripremljenog od herbe ehinacee.

Cajni napitak od rtanjskog ¢aja i kombuha od rtanjskog ¢aja su pored aktivnosti na
DPPH ispoljili antioksidativnu aktivnost i prema hidriksil radikalima. Cajni napitak
pripremljen od rtanjskog ¢aja je imao visoke vrednosti i AApppy 1 AAon, ali te
vrednosti su nize u poredenju sa antioksidativnom vredno$¢u odgovarajuceg
kombuha napitka.

IzraZenija antioksidativna aktivnost kombuha napitaka u odnosu na odgovarajuce
Cajeve je uzrokovana metabolitima koji nastaju tokom kultivacije Cajne gljive
(vitamini B 1 C, oksi karbonske kiselina, katehini), a koji utiCu na nastajanje i
transformaciju ispitanih radikala i/ili deluju sinergisticki sa aktivnim sastojcima
Cajeva.

Konzumni kombuha napici od crnog i rtanjskog ¢aja nisu stimulisali proliferaciju
¢elijskih linijja humanih karcinoma: HeLa (epitelni karcinom cerviksa), MCF-7
(adenokarcinom dojke) i HT-29 (adenokarcinom debelog creva). Cajni napici i
kombuhe od rtanjskog 1 crnog c¢aja nisu pokazali znacajniju razliku u
antiproliferativnoj aktivnosti, pri ¢emu ni jedan od uzoraka nije pokazao efekat
inhibicije od 50%. Nesto vecu aktivnost u odnosu na HT-29 ¢elije ispoljila je
kombuha od crnog ¢aja. Kombuha od rtanjskog caja je vrednost ICy u slucaju
¢elijske linije HelLa ostvarivala pri nizim koncentracijama nego vodeni ekstrakt
biljke Satureja montana. Verovatno da kombuha od rtanjskog ¢aja metabolitima
¢ajne gljive duguje povecanu antiproliferativnu aktivnost.
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AB Kombucha is a traditional beverage obtained by fermenting sweetned black or
green tea with tea fungus, which represents a symbiotic combination of acetic acid
bacteria and autochthonous yeast species. In this study, the antimicrobial,
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cerevisiae,  Candida  pseudotropicalis, = Rhodotorula  sp.,  Penicillium
aurantiogriseum, Aspergillus niger 1 Aspergillus flavus were used as test
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inoculation by starter culture — were tested. Definition of critical parameters of
kombucha fermentation is important for derivation of mathematical model for
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