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1.UVvOD



Kombucha je tradicionalni fermentirani napitak s povijes¢u duzom od nekoliko tisu¢a
godina na istoku, a u posljednje vrijeme sve je popularniji u zapadnoj civilizaciji. Uobicajeno
se pripravlja od zaSeCerenog fermentiranog crnog ¢aja sa simbiotickom kulturom bakterija
octene kiseline i kvasaca, popularno nazvanom ,,¢ajna gljiva“. Fermentacija se odvija pri sobnoj
temperaturi tijekom 14 do 21-og dana (Anken i Kappel, 1992; Teoh i sur., 2004; Malbasa i sur.,
2011).

Podrijetlom iz Kine, kombucha se tradicionalno proizvodi u mnogim kucanstvima
ukljucujuci Rusiju 1 Ukrajinu, fermentiranjem cajeva pomocu gljive koja se prenosi od kuce do
kuce. Kombucha je osvjezavajuci napitak koji ima okus kao gazirani sok od jabuke. Tijekom
fermentacije okus kombuche se mijenja od blago kiselog okusa s gaziranom aromom, a nakon
dulje fermentacije okus postaje slican octu (Sievers i sur., 1995; Blanc, 1996).

Kombucha se stolje¢ima koristila u mnogim zemljama i uo¢eno je nekoliko pozitivnih
u¢inaka na zdravlje (Greenwalt i sur., 1998; Dufresne i Farnworth, 2000). Pokazalo se da
konzumiranje kombuche pozitivno utjece na probavni, intestinalni i endokrini sustav, te moze
prevladati arteriosklerozu, izlu¢ivanje toksina, dijabetes, nervozu i probleme sa starenjem.
Takoder moze djelovati kao laksativ, a poznato je da olakSava reumatizam zglobova, giht i
hemoroide (Reiss, 1994; Dufresne i Farnworth, 2000; Bhattacharya i sur., 2011). Ljekoviti
ucinci konzumiranja kombuche mogu se povezati s gubitkom tjelesne mase, ¢ak i izljeGenjem
raka i AIDS-a (Teoh i sur., 2004). Nedavno je pokazano da kombucha ima sposobnost vezanja
slobodnih radikala i antioksidativnu aktivnost (Jayabalan i sur., 2008; Malbasa i sur., 2011).

Glavne vrste bakterija octene kiseline izolirane iz kombuche su: Acetobacter xylinum,
A. xylinoides, A. aceti, A. pasteurianus i Bacterium gluconicum (Reiss, 1994; Liu i sur., 1996).
Kvasci identificirani u fermentiranom ¢aju pripadaju vrstama Schizosaccharomyces pombe,
Saccharomyces ludwigii, Kloeckera apikulata, S. cerevisiae, Torulaspora delbrueckii,
Brettanomyces bruxellensis, B. lambicus, B. cuersii i Candida stellata (Teoh i sur., 2004).

Glavni metaboliti dobiveni kao nusprodukti tijekom fermentacije kombuche su
monosaharidi i razliCiti oblici organskih kiselina i vitamina (Malbasa 1 sur., 2008). Bakterijska
celuloza ima Siroku primjenu u hrani i1 biofarmaceutici zbog svoje visoke ¢istoce 1 jedinstvenih
fizikalno-kemijskih znacajki. Takoder, bakterijska celuloza pronalazi primjenu gdje se biljna
celuloza ne moze iskoristiti. U prehrambenoj industriji, bakterijska celuloza se koristi u
proizvodnji hrane (nata de coco), dijetalnih vlakna, kao sredstvo za zguSnjavanje i stabilizaciju,
te za povezivanje razliCitih vrsta proizvoda (Kent i sur., 1991; Okiyama 1 sur., 1993).

U ovom radu su tijekom fermentacije crnog, zelenog, bijelog i vocnog caja s

kombuchom praceni slijedeci parametri:



utjecaj vrste ¢aja na brzinu fermentacije
promjena pH vrijednosti, koncentracije etanola i octene kiseline
prinos celulozne biomase kombuche na kraju procesa fermentacije

antimikrobna aktivnost kombucha ¢ajeva.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Kombucha napitak

Kombucha ¢aj je kiselo-slatki osvjezavajuéi napitak koji se konzumira Sirom svijeta.
Dobiva se infuzijom listova ¢aja i fermentacijom simbiotske kulture bakterija i kvasaca koji
tvore ,,cajnu gljivu“ (Chen i Liu, 2000). Plutajuci celulozni sloj gljive i kisela tekuéina ¢ine dva
dijela kombucha ¢aja (Slika 1).

Slika 1. Biomasa kombucha ¢ajne gljive na kraju fermentacije u crnom ¢aju
(www.herbateka.eu)

Okus fermentiranog Caja je kao gazirani sok od jabuke i moze se proizvesti kod kuce,
pomocu narucene ili lokalno dostupne Cajne gljive (eng. tea fungus). lako se zeleni ¢aj moze
koristiti za proizvodnju kombucha ¢aja, crni ¢aj i bijeli SeCer se smatraju najboljom hranjivom
podlogom. Kombucha je prvo bila koristena u isto¢noj Aziji zbog svojih ljekovitih svojstava.
Podrijetlom je iz sjeveroisto¢ne Kine (Manchuria) gdje je bila cijenjena u doba dinastije Tsin
(,,Ling Chi*), oko 220. godine prije Krista i koristila se za detoksikaciju organizma. Lije¢nik
Kombu je 414. godine donio gljivu u Japan i koristio ju u lijeenju probavnih problema cara
Inkyo. Kako se trgovina $irila, kombucha (bivseg trgovackog naziva ,,M0-Gu*) je nasla put do
Rusije (pod nazivom Cainiigrib, Cainii kvass, Japonskigrib, Kambucha, Jsakvasska), a zatim i
u druge istoéne dijelove Europe, pojavivsi se u Njemackoj, kao Heldenpilz,
Kombuchaschwamm, na prijelazu iz 19. u 20. stoljece. Tijekom Drugog svjetskog rata, ovaj
napitak je ponovo predstavljen u Njemackoj, a 1950. godine je dospio u Francusku i francuske
kolonije sjeverne Afrike, gdje je njegova konzumacija postala vrlo popularna. Navika ispijanja
fermentiranog Caja U Europi je bila uobicajena prije Drugog svjetskog rata, kad je doslo do
nedostatka ¢aja i Secera potrebnih za proizvodnju. Nakon rata, strast talijanskog drustva prema

napitku dosegla je vrhunac u 1950-ima. U 1960-ima, $vicarski su znanstvenici izvjestili da
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konzumiranje kombucha ¢aja ima blagotvoran ucinak, slicno jogurtu, pa se popularnost
kombuche povecala. Danas se razliciti okusi kombucha ¢aja prodaju Sirom svijeta u trgovinama
zdravih namirnica, a kombucha kultura se moze kupiti i preko interneta. ,,Dnevnik kombuche®,
autora Gunthera W. Franka objavljen je na internetu i dostupan je Sirom svijeta na trideset
svjetskih jezika (Dufresne i Farnworth, 2000; Hartmann i sur., 2000).

Kombucha ¢aj se priprema stavljanjem kombucha kulture u zasladeni ¢aj. Ako se kultura
kombuche uzgaja prema standardnom receptu sa crnim ¢ajem, zasladenim saharozom, supstrat
previre U osvjezavajuci napitak sa visokom nutritivnom vrijednosti i pozitivnim medicinskim
svojstvima (Lonc¢ar i sur., 2000). Popularnost kombuche se prosirila, kao i mnogih
tradicionalnih napitaka, zbog svojih blagotvornih ucinaka na ljudsko zdravlje i moguénosti
jednostavne pripreme kod kuée. Koli¢ina ¢aja, Secera i Cajne gljive se razlikuju u razli¢itim
mjestima. Standardna priprema je slijedeca: 1 L obi¢ne vode se skuha i umijesa se 50 g
saharoze. Zatim se doda 5 g listova Caja, koji se uklone filtracijom nakon 5 minuta. Nakon
hladenja na sobnu temperaturu (20 °C), ¢aj se inokulira sa 24 g gljive (kultura) i izlije u
prethodno steriliziranu ¢asu (1 L). Rast nepozeljnih mikroorganizama se inhibira dodatkom 0,2
L prethodno fermentirane kombuche, ¢ime se smanjuje pH. Ca$a se prekrije gazom ili
papirnatim ru¢nikom kako bi se sprije¢io ulazak insekata, posebno voénih musica iz roda
Drosophilla. Inkubacija se provodi pri 20 °C do 22 °C. Optimalna temperatura je u Sirokom
rasponu od 18 °C do 26 °C. Nakon nekoliko dana, novoformirana kultura kéeri pocinje plutati
i stvara se prozirni tanki gel poput membrane na povrsini ¢aja. To je novoformirana gljiva
prisutna kao novi sloj iznad sloja stare gljive, kojom se inokuliralo kako bi zapocela
fermentacija. Stara kultura ostaje istog volumena kao i na pocetku i tone na dno tekuéine gdje
ostaje ispod novo formirane kulture kéeri. Nakon 10 do 14 dana novoformirana gljiva se razvija
na povrSini ¢aja kao disk debljine 2 cm, prekrivajuci cijelu povrsinu ¢aSe. Novoformirana
kultura se ukloni zlicom i ¢uva u malom volumenu fermentiranog ¢aja. Ostatak napitka se
filtrira i ¢uva u zatvorenim bocama pri temperaturi od 4 °C (Reiss, 1994). Okus kombuche se
mijenja tijekom fermentacije, na pocetku je voé¢no kiselog okusa s gaziranom aromom, a nakon
duze fermentacije okus postaje slican octu. Koncentracija od 50 g saharoze/L pridonosi
optimalnoj koncentraciji etanola i mlije¢ne kiseline, pa se ta koncentracija Secera koristi u
tradicionalnim receptima za pripremu ,,teakwass* (drugi naziv za kombuchu) ve¢ duze vrijeme
(Reiss, 1994). Potrebno je optimalno vrijeme za proizvodnju kombucha ¢aja ugodne arome i
okusa. Sto je vrijeme fermentacije dulje, to se proizvode veée koli¢ine kiselina (kao blagi ocat)
koje mogu izazvati gastrointestinalne probleme kod pojacane konzumacije (Sreeramulu i sur.,
2000).



S jedne strane, kombucha je hvaljena kao ,,ultimativni zdravi napitak®, dok ju se s druge
strane smatra ,,nepouzdano ljekovitim ¢ajem* (Blanc, 1996; Hartmann i sur., 2000). MoZemo
govoriti o razli¢itim zdravstvenim ué¢incima kombucha napitka, ali i o njegovoj toksi¢nosti. lako
se tvrdi da kombucha pozitivno djeluje protiv nekih oboljenja, nema klini¢kih dokaza koji bi to
potvrdili. Studije o kombuchi su ranije prikazali Dufresne i Farnworth (2000), Yurkevich i
Kutyshenko (2002), te Ernst (2003).

2.2 Mikroorganizmi kombucha ¢aja

Cajna gljiva ili kombucha je zajedni¢ki naziv dobiven simbiozom bakterija octene
kiseline i osmofilnog kvasca, uzgojenih u zasladenom ¢aju. Jarrell i sur. (2000) smatraju da je
kombucha zdruzena kultura kvasaca i bakterija (Slika 2). Cajna gljiva nije u stvari gljiva, no taj
se naziv pogresno koristi zbog bakterija koje proizvode plutajucu Zelatinoznu strukturu koja se
pojavljuje na povrsini kao plijesan na mirnoj, ne mijeSanoj hranjivoj podlozi.

To¢ni mikrobioloski sastav kombuche ovisi o izvoru inokuluma koji se koristi za
fermentaciju. Najvise prokariota u ovoj kulturi pripada rodovima Acetobacter i Gluconobacter.
Glavna bakterija je Acetobacter xylinum (Sievers i sur., 1995). Ona proizvodi celuloznu
plutajuéu mrezu na povrSini fermentirajue tekucine. Mreza je sekundarni metabolit
fermentacije kombuche, ali i jedna od jedinstvenih znacajki te kulture (Markov i sur., 2001).
Sievers i sur. (1995) su objavili da je mikroflora ugradena u celulozni sloj spoj kultura A.
xylinum i Zygosaccharomyces sp. Glavne bakterije octene kiseline otkrivene u gljivi su A.
xylium, A. pasteurianus, A. aceti, i Gluconobacter oxydans (Liu i sur., 1996). Yang i sur. (2010)
su izolirali klju¢nu bakterijsku vrstu iz o¢uvane kombuche, Gluconacetobacter sp. A4 (G. sp.
A4), koja ima sposobnost proizvodnje D-saharoze-1,4-laktona (DSL). Boesch i sur. (1998) su
iz kombucha napitka izolirali i opisali sojeve novih vrsta iz roda Acetobacter, naro¢ito
Acetobacter intermedius sp. nov. Dutta i Gachhui (2006, 2007) su iz kombucha ¢aja izolirali
novu nitrificiraju¢u bakteriju Acetobacter nitrogenifigens sp. nov. i nitrificiraju¢u bakteriju koja
proizvodi celulozu Gluconacetobacter kombuchae sp. nov. Istrazivanje koje su proveli Marsh
i sur. (2014) pokazalo je da dominante bakterije iz 5 uzoraka kombuche (2 iz Kanade i po jedna
iz Irske, Sjedinjenih Americkih Drzava i Ujedinjenog Kraljevstva) pripadaju vrstama iz rodova
Gluconacetobacter (preko 85% u vecini uzoraka) i Lactobacillus (do 30%). Acetobacter je

prisutan u vrlo malom broju (manje od 2 %).
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Slika 2. SEM slike kombucha zdruzene kulture kvasca i bakterije (A — povecéanje 3500,
B — povecanje 2700x) (El-Taher, 2011)

Osim bakterija octene Kiseline, u kombuchi su prisutne i mnoge vrste kvasaca. Otkriven
je Sirok spektar kvasaca ukljucuju¢i one iz roda Saccharomyces, Saccharomycodes,
Schizosaccharomyces, Zygosaccharomyces, Brettanomyces/Dekkera, Candida, Torulospora,
Koleckera, Pichia, Mycotorula, i Mycoderma. Kvasci iz roda Saccharomyces su identificirani
kao Saccharomyces sp. (Kozaki i sur., 1972) i kao Saccharomyces cerevisiae (Herrera i
Calderon-Villagomez 1989; Liu i sur., 1996; Markov i sur., 2001), Saccharomyces bisporus
(Markov i sur., 2001), Saccharomycoides ludwigii (Markov i sur., 2001; Ramadani i Abulreesh
2010), Schizosaccharomyces pombe (Teoh i sur., 2004), Zygosaccharomyces sp. (Sievers i sur.,
1995; Markov i sur., 2001; Marsh i sur., 2014), Zygosaccharomyces rouxii (Herrera i Calderon-
Villagomez 1989), i Zygosaccharomyces bailii (Herrera i Calderon-Villagomez 1989; Liu i
sur., 1996; Jayabalan i sur., 2008b). Herrera i Calderon-Villagomez (1989) su izolirali
Brettanomyces intermedius, Liu i sur. (1996) i Teoh i sur. (2004) su izolirali B. bruxellensis, a

Jayabalan i sur. (2008b) B. claussenii. Istrazivanja dviju komercijalnih kombucha i 32 kulture
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iz privatnih kucéanstava u Njemackoj (Mayser i sur., 1995) pokazala su razli¢it sastav kvasaca.
Prevladavajuce vrste kvasaca bile su Brettanomyces, Zygosaccharomyces, i Saccharomyces
spp.

Candida sp. je sastavni dio velikog broja kombucha napitaka. Kozaki i sur. (1972) su
izolirali vrste C. famata, C. guilliermondii i C. obutsa. U uzorcima kombuche iz Meksika,
Herrera i Calderon-Villagomez (1989) su otkrili C. famata. Teoh i sur. (2004) su identificirali
C. stellata. Iz lokalne kombuche u Saudijskoj Arabiji, Ramadani i Abulreesh (2010) su izolirali
i identificirali Cetiri vrste kvasaca: C. guilliermondi, C. colleculosa, C. kefyr i C. krusei.

Takoder je potvrdena prisutnost sljede¢ih rodova kvasaca: Torula i Torulopsis (Herrera
i Calderon-Villagomez 1989; Markov i sur., 2001), Torulaspora delbrueckii (Teoh i sur., 2004),
Mycotorula (Konovalov i sur., 1959), Mycoderma, Pichia, Pichia membranefaciens (Herrera i
Calderon-Villagomez, 1989), Kloeckera apiculata i Kluyveromyces africanus (Safak i sur.,
2002).

2.3. Kemijski sastav kombucha ¢aja

Kemijska analiza kombucha napitaka pokazala je prisutnost razli¢itih organskih kiselina
(octene, glukonske, glukuronske, limunske, L-mlije¢ne, jabucne, vinske, oksalne, jantarne,
pirogrozdane), Secera (saharoza, glukoza i fruktoza), vitamina (B1, B2, Be, B2 i C), 14
aminokiselina, biogenih amina, purina, pigmenata, lipida, proteina, hidrolitickih enzima,
etanola, antibioticki aktivnih supstanci, ugljikovog dioksida, fenola kao i nekih polifenola iz
Caja, minerala, aniona, DSL-a, kao i nedovoljno poznatih produkata metabolizma kvasaca i
bakterija. Istrazivanja napitka su uvijek provodena u statickim uvjetima (Hauser, 1990; Sievers
i sur., 1995; Blanc, 1996; Liu i sur., 1996; Bauer-Petrovska i Petrushevska-Tozi, 2000; Chen i
Liu, 2000; Longar i sur., 2000; Malbasa i sur., 2002a, 2008a, 2008b, 2011; Chu i Chen, 2006;
Jayabalan i sur., 2007, 2008a; Kumar i sur., 2008; Wang i sur., 2010; Yang i sur., 2010; Yavari
i sur., 2010, 2011; Veli¢anski i sur., 2013).

Kvasci i bakterije u kombuchi su ukljuceni u takve metabolicke aktivnosti da koriste
supstrate na razliCite nacine. Kvasci hidroliziraju saharozu u glukozu i fruktozu pomocu
invertaze i proizvode etanol putem glikolize, preferiraju¢i fruktozu kao supstrat. Bakterije
octene kiseline koriste glukozu kako bi proizvele glukonsku kiselinu i etanol iz ¢ega proizvode
octenu kiselinu. pH vrijednost kombucha napitka se smanjuje proizvodnjom organskih kiselina

tijekom fermentacije (Dufresne i Farnworth, 2000).



Rezultati prikazani u Tablici 1. prikazuju glavne sastojke tradicionalnog kombucha
napitka pripravljenog sa crnim ¢ajem. Ovi podaci ukazuju na heterogenost istrazivanja
provedenih na kombuchi. Glavne razlike u istrazivanim sastojcima su povezane sa trajanjem
fermentacije i sastavom crnog Caja. Istrazivaci iz razli¢itih dijelova svijeta (Taiwan — Chen i
Liu, 2000, Srbija — Long¢ar i sur., 2000 i Indija — Jayabalan i sur., 2007) koristili su jednaku
pocetnu koncentraciju saharoze (100 g/L). Istrazivaci su koristili razlicite koli¢ine kombucha
Caja za pocetnu inokulaciju: 20% (Chen i Liu, 2000) i 10% (Loncar i sur., 2000; Malbasa i sur.,
2002a; Jayabalan i sur., 2007). Proces fermentacije provodio se u reaktoru malog volumena
(staklenki ili ¢asi) do 1 L. Izmjerene vrijednosti sastojaka pokazale su da primijenjeni parametri
(temperatura fermentacije, vrijeme fermentacije i pocetna koncentracija saharoze i crnog ¢aja),
kao i sastav kombucha kulture imaju utjecaj na metaboli¢ku aktivnost Cajne gljive, stoga i na
krajnje produkte metabolizma.

Bakterije octene Kiseline iz kombuche proizvode octenu kiselinu, kao jedan od glavnih
metabolita, dok se saharoza koristi kao izvor ugljika. Mnogi autori su odredili sadrzaj octene
kiseline u napitku dobivenom nakon kultivacije kombuche na tradicionalan na¢in. Chen i Liu
(2000) su proveli produljenu fermentaciju kombuche i odredili najve¢u koncentraciju od 11 g/L
octene kiseline nakon 30 dana. Koncentracija octene kiseline je polako rasla s vremenom, a
zatim se postupno smanjila na 8 g/L na kraju fermentacije (60 dana; Tablica 1). Slican pokus
proveli su Jayabalan i sur. (2007), u kojem su pratili fermentaciju zelenog ¢aja do 18-tog dana
zasladenog sa 100 g/L saharoze. Najveca koncentracija octene kiseline bila je 9,5 g/L 15-tog
dana. Malbasa i sur. (2008a, 2008b) su umjesto saharoze Koristili melasu. Kod fermentacije
kombuche na melasi, proizvodnja octene kiseline iznosila je samo 50% u usporedbi sa
fermentacijom na saharozi u istom stupnju fermentacije. Razlog tome moze biti slabi rast
bakterija octene kiseline na melasi.

Glukuronske i glukonske kiseline su takoder glavne organske kiseline proizvedene kao
posljedica fermentacije kombuche na tradicionalnoj podlozi. Loncar i sur. (2000) odredili su
glukuronsku kiselinu nakon fermentacije zasladenog crnog ¢aja. NajviSa koli€ina izmjerena je
nakon 7. i 21. dana (0,0034 g¢/L; Tablica 1). Jayabalan i sur. (2007) izmjerili su maksimalnu
vrijednost D-glukuronske kiseline od 2,33 g/L nakon 12 dana fermentacije. Chen i Liu (2000)
uocili su da glukuronska kiselina nastaje tek nakon Sestog dana fermentacije. Krajnja
koncentracija nakon 60 dana iznosila je 39 g/L (Tablica 1).

Yavari i sur. (2010) uzgajali su kombuchu na soku od vi$nje zasladenom sa 6 g/L, 8 g/L
i 10 g/L saharoze. Glukuronska kiselina bila je proizvedena u velikoj koncentraciji od 132,5

g/L, a odredena je nakon 14-tog dana fermentacije, u podlozi sa 8 g/L saharoze. Fermentacija
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je provedena pri temperaturi od 37 °C. Yavari i sur. (2011) su koristili metodu odzivne povrSine
(RSM) kako bi predvidjeli koli¢inu glukuronske kiseline u kombucha napitku dobivenom nakon
fermentacije grozdanog soka zasladenog sa 7 g/L saharoze i najveca vrijednost bila je
postignuta nakon 14 dana fermentacije pri 37 °C. Franco i sur. (2006) ustanovili su prisutnost
glukuronske (0,07 do 9,63 g/L) i glukonske kiseline (0,04 do 1,16 g/L) u proizvodu dobivenom

nakon kultivacije kombuche na crnom ¢aju zasladenom glukozom (0,62 g/L do 15,1 g/L).

Tablica 1. Prevladavajuéi sastojci kombucha ¢aja na kraju fermentacije crnog zasladenog ¢aja

koli¢ina pocetna temperatura vrijeme
sastojak ] crni ¢aj B referenca
sastojka (g/L)  saharoza (%) fermentacije (°C)  fermentacije (d)
octena kiselina 8 10 2 vredice 24 +3 60 Chen i Liu (2000)
4,69 10 12 g/L 24 +3 18 Jayabalan i sur. (2007)
glukuronska 0,0031 5 159/l 28 21 Lon¢ar i sur. (2000)
kiselina 0,0026 7 159/l 28 21 Lon¢ar i sur. (2000)
0,0034 10 1,59/L 28 21 Loncar i sur. (2000)
1,71 10 12 g/L 24 +3 18 Jayabalan i sur. (2007)
glukonska L
iselina 39 10 2 vrecice 24 +3 60 Chen i Liu (2000)
glukoza 179,5 7 1,59/L 28 21 Malbasa i sur. (2002a)
24,59 7 1,59/L 28 21 Loncar i sur. (2000)
12 10 2 vrecice 24+3 60 Chen i Liu (2000)
fruktoza 76,9 7 159/l 28 21 Malbasa i sur. (2002a)
5,40 7 15¢9/L 28 21 Longar i sur. (2000)
55 10 2 vredice 24 +3 60 Chen i Liu (2000)
ostatak 192,8 7 1,59/L 28 21 Malbasa i sur. (2002a)
saharoze 11 10 2 vredice 24 +3 60 Chen i Liu (2000)
2,09 7 1,59g/L 28 21 Lon¢ar i sur. (2000)

L-mlijec¢na kiselina nije karakteristi¢ni sastojak tradicionalnog kombucha napitka, ali je

njezina prisutnost znanstveno potvrdena. Jayabalan i sur. (2007) su ustvrdili da kombucha
pripremljena sa zelenim Cajem ima viSu koncentraciju mlije¢ne kiseline od kombuche
pripremljene od crnog ¢aja. Maksimalna vrijednost od 0,54 g/L postignuta je nakon tre¢eg dana
fermentacije. Limunska Kiselina takoder nije karakteristicni produkt metabolizma u
tradicionalnom napitku. Malbasa i sur. (2011) su izmjerili prosje¢nu vrijednost limunske

kiseline od 25 g/L u ukupnim kiselinama (podloga sa 1,5 g/L crnog ¢aja sa 70 g/L saharoze), a
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Jayabalan i sur. (2007) su odredivali limunsku kiselinu samo tre¢i dan fermentacije i izmjerili
0,03 g/L u kombuchi pripremljenoj sa zelenim, odnosno 0,11 g/L sa crnim ¢ajem.

Saharoza je naj¢esci izvor ugljika u fermentaciji kombuche. Znatan udio saharoze ostaje
neprevreo tijekom fermentacije (Malbasa i sur., 2002a). Istrazivanja su pokazala da 34,06%
saharoze ostaje neprevrelo nakon 7 dana, a nakon 21 dan ta vrijednost pada na 19,28% (Tablica
1). Chen i Liu (2000) su odredili da se sadrzaj saharoze linearno smanjuje tijekom prvih 30
dana, nakon Cega slijedi spori pad. Yavari i sur. (2010) su zakljucili da se troSenje saharoze
poCinje povecavati nakon Cetvrtog dana i nastavlja se sve do 14-tog dana kad je otkrivena
najmanja koncentracija saharoze (2,1 g/L).

Bauer-Petrovska i Petrushevska-Tozi (2000) su u kombuchi, napravljenoj sa 70 g/L
saharoze 1 5 g/L crnog €aja, izmjerili vitamine topljive u vodi. Vrijednosti su bile sljedece:
vitamin B1 74 mg/100 mL, vitamin Bg 52 mg/100 mL, vitamin B12 84 mg/100 mL i vitamin C
151 mg/100 mL. Malbasa i sur. (2011) su izmjerili maksimalnu vrijednost vitamina B u
uzorcima dobivenim iz domace kombuche (10. dan, 70 g/L saharoze i 5 g/L) na crnom (8,30
mg/100 mL) i zelenom (9,60 mg/100 mL) ¢aju. U tom istrazivanju, koli¢ina vitamina C se
konstantno povecavala u svim dobivenim produktima i dostigla maksimalnu vrijednost od
28,98 mg/L deseti dan, u napitku proizvedenom sa bakterijama octene kiseline i S. cerevisiae
koji su bili izolirani iz prirodne kombuche.

Koli¢inu mangana, zeljeza, nikla, bakra, cinka, olova, kobalta, kroma i kadmija u
obi¢noj kombuchi odredili su Bauer-Petrovska i Petrushevska-Tozi (2000). Koli¢ine ispitivanih
minerala bile su u rasponu od 0,004 pg/mL za kobalt do 0,462 pg/mL za mangan. Pronalazak
toksi¢nih elemenata upucivao je na sljedece vrijednosti: 0,005 pg/mL za olovo, 0,001 ug/mL
za krom, dok kadmij nije bio pronaden. Zakljuceno je da se udio esencijalnih minerala (Cu, Fe,
Mn, Ni, i Zn) povecao kao rezultat metabolicke aktivnosti kombuche. Koncentracija kobalta
nije se povecala, vjerojatno zbog njegove povezanosti s vitaminom Bi> (Bauer-Petrovska i
Petrushevska-Tozi, 2000). Kumar i sur. (2008) su ustvrdili prisutnost fluorida, Kklorida,
bromida, jodida, nitrata, fosfata i sulfata u napitcima sa 100 g/L saharoze i 5 g/L crnog ¢aja,
nakon 7 dana, a najvi$a izmjerena vrijednost bila je 3,20 mg/g za fluorid.

Chen i Liu (2000) su uocili da se koli¢ina etanola povecava s viemenom i doseze najvisu
vrijednost oko 5,5 g/L, a zatim slijedi lagani pad. Na isti nacin je Reiss (1994) prouc¢avao udio
etanola i zakljucio da je proizvodnja maksimalna Sesti dan fermentacije, zatim slijedi smanjenje.

Sastav kombucha napitka upucuje na prisutnost mnogobrojnih spojeva i ovisi o podlozi
za uzgoj, vremenu i temperaturi fermentacije, kao i o mikroorganizmima prisutnim u kulturi,

ali i o primijenjenim metodama analize.
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2.4. Pozitivni uéinci kombucha ¢aja

Mnogi ljudi diljem svijeta koji konzumiraju kombucha ¢aj, tvrde da taj ¢aj ima mnogo
pozitivnih ucinaka na ljudsko zdravlje. Medutim, vec¢ina je blagotvornih ucinaka proucavana
samo eksperimentalno i manjak je znanstvenih dokaza temeljenih na ljudima. Iznesena
istrazivanja povezana sa antimikrobnim, antioksidativnim, hepatoprotektivnim 1
antikancerogenim svojstvima kombucha ¢aja i bioloSka aktivnost su prikazani u Tablici 2.

Ucinci kombuche prema ruskim znanstvenicima (Dufresne i Farnworth 2000) su
slijede¢i: detoksikacija krvi, smanjenje razine Kolesterola, smanjenje ateroskleroze
regeneracijom stani¢nih stijenki, smanjenje krvnog tlaka, smanjenje upalnih problema,
ublazavanje artritisa, reume i simptoma gihta, poboljSanje funkcije jetre, normaliziranje
crijevne aktivnosti, ravnoteza crijevne flore, lije¢i hemoroide, smanjenje pretilosti i reguliranje
apetita, sprecavanje, odnosno, lijeCenje infekcije mjehura i smanjenje kalcifikacije bubrega,
poticanje endokrinog sustava, zastita protiv dijabetesa, povecava otpornost organizma na rak,
antibiolosko djelovanje protiv bakterija, virusa i kvasaca, poboljSava imunoloski sustav i
stimulira proizvodnju interferona, olaksava bronhitis i astmu, Smanjuje menstrualne poremecaje
i olakSava menopauzu, poboljsava kosu, kozu i zdravlje noktiju, Smanjuje zelju alkoholicara za
alkoholom, smanjuje stres, zivéane poremecaje i nesanice, ublazava glavobolje, poboljsava vid,

usporava starenje i poboljsava opéi metabolizam.

2.5. Antimikrobno djelovanje kombucha ¢aja

Kombucha ¢aj su proucavali mnogi znanstvenici zbog njegovih inhibicijskih aktivnosti
prema patogenim mikroorganizmima. Caj koji sadrzi 4,36 g suhog &aja po litri i 100 g/L
saharoze i fermentiran je ¢ajnom gljivom, nema antibioti¢ku aktivnost u napitku osim one koju
uzrokuje octena kiselina, primarni produkt fermentacije (Steinkraus i sur., 1996). Kombucha
¢aj koji sadrzi 33 g/L ukupnih kiselina (7 g/L octena kiselina) djelovao je antimikrobno prema
Agrobacterium tumefaciens, Bacillus cereus, Salmonella choleraesuis serotype Typhimurium,
Staphylococcus aureus i Escherichia coli, ali ne i prema Candida albicans (Greenwalt i sur.,
1998). Kombucha ¢aj mogao bi inhibirati rast patogena Entamoeba cloacae, Pseudomonas
aeruginosa, B. cereus, E. coli, Aeromonas hydrophila, Salmonella typhimurium, Salmonella
enteritidis, Shigella sonnei, Staphylococcus epidermis, Leuconostoc monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, S. aureus, Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori i C. albicans (Sreeramulu
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i sur., 2000, 2001). Kombucha ¢aj pripremljen iz razli¢itih supstrata, kao $to su dudov ¢aj,
japanski crni ¢aj, ¢aj od jasmina, oolong i crni ¢aj, testiran je na patogenim bakterijama ljudi i
raCica. Rezultati su otkrili da je kombucha crni ¢aj imao najveéu sposobnost inhibicije rasta
patogenih mikroorganizama i Vibrio parahaemolytica pokazala je najveéu osjetljivost prema
fermentiranom c¢aju (Talawat i sur., 2006). Battikh i sur. (2012) su izvjestili da kombucha
pripremljena iz zelenog i crnog €aja ima antimikrobni potencijal prema testiranim ljudskim
patogenim mikroorganizmima, osim C. krusei, a kombucha zelenog ¢aja pokazala je najvisi
antimikrobni potencijal.

Istrazivanje na kombuchi pokazalo je njezinu antimikrobnu u¢inkovitost prema Gram-
pozitivnim i Gram-negativnim patogenim mikroorganizmima. Antimikrobna aktivnost
kombucha ¢aja se u velikoj mjeri moze pripisati prisutnosti organskih kiselina, posebno octenoj
kiselini, velikim proteinima i katehinima. Octena Kiselina i katehini su poznati po tome da

inhibiraju brojne Gram-pozitivne i Gram-negativne mikroorganizme (Sreeramulu i sur., 2000).

2.6. Kombucha ¢aj kao izvor antioksidansa

Globalni je trend upotrebe fitokemikalija prisutnih u prirodnim izvorima da se iskoriste
kao antioksidansi i funkcionalna hrana. Bioaktivne molekule iz prirodnih izvora se
upotrebljavaju u prenhrambenoj industriji i postoje dokazi da te molekule mogu djelovati kao
antioksidansi u ljudskom tijelu. Antioksidativna aktivnost kombuche je povezana sa mnogim
njezinim pozitivnim ucincima kao $to su prevencija raka, poboljSanje imunoloSkog sustava,
ublazavanje upala i artritisa. Primije¢eno je da kombucha ¢aj ima visu antioksidativnu aktivnost
nego nefermentirani ¢aj. Razlog tome je proizvodnja niskomolekularnih spojeva i strukturnih
modifikacija polifenola iz ¢aja enzimima koje proizvode bakterije i kvasci tijekom fermentacije
(Bhattacharya i sur., 2011b).

Kombucha je pokazala poveéanu aktivnost vezanjem slobodnih radikala tijekom
fermentacije. Opseg aktivnosti ovisi 0 vremenu fermentacije, vrsti ¢aja i normalnoj mikrobnoj
populaciji kombucha kulture koja odreduje prirodu njihovih metabolita. Iako mogucnost
vezanja slobodnih radikala kombucha pokazuje u odredenim vremenskim profilima, produljena
fermentacija se ne preporuca zbog nakupljanja organskih kiselina u koli¢ini koja bi bila Stetna

za izravnu konzumaciju.
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2.7. Biomasa kombuche i njezina primjena

Celuloza koju proizvodi A. xylinum tijekom fermentacije, pojavljuje se kao tanka
membrana na povrSini ¢aja za koju su pri¢vrséene stanice bakterija i kvasaca. Ova mjeSavina
mikroorganizama i celuloze je vjerojatno razlog zbog kojeg je kombucha nazvana i ,,Cajna
gljiva® (Sreeramulu i sur., 2000). Celulozna struktura biomase A. xylinum (Slika 3) ima
jedinstveno svojstvo u smislu kemijske stabilnosti, molekularne strukture i mehanicke ¢vrstoce
(Czaja i sur., 2006). Sli¢na plutajuca celulozna mreza na povrSini razli¢itih vo¢nih sokova
fermentiranih simbiotskom kulturom sastavljenom od A. xylinum i kvasaca, zvanom ,,note*, se
konzumira kao delikatesa na Filipinima. Celulozna mreza proizvedena od ciste kulture A.
xylinum Kkoristi se za tretiranje opeklina koze i drugih koznih bolesti u Brazilu (Blanc, 1996).
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Slika 3. Struktura celuloznih mikrovlakana biomase bakterlje Acetobacter xylinum
(Chawla i sur., 2009)

Kafein i sli¢ni spojevi (teofilin i teobromin) su identificirani kao aktivatori za
proizvodnju celuloze koju proizvodi A. xylinum (Lon¢ar i sur., 2001). U proslosti se celulozni
biofilm koristio za lije¢enje ozljeda. Mikrobna celuloza sintetizirana u izobilju A. xylinum
pokazala je veliki potencijal kao novi sustav za lijecenje ozljeda (Czaja i sur., 2006).

Nekoliko istrazivada u svijetu (Murugesan i sur., 2005; Razmovski i S¢iban, 2008) je
upotrijebilo osusenu biomasu ¢ajne gljive kao biapsorbenta za ucinkovito uklanjanje metalnih
zagadivaca prisutnih u otpadnoj vodi. Naboji koje posjeduju bakterije 1 kvasci prisutni u
celuloznoj biomasi povezani su sa sposobnos¢u apsorpcije. Istrazivanjem ucinkovitosti
biomase ¢ajne gljive prethodno tretirane sa FeCls kako bi se uklonio arsen iz vodenih otopina
otkriveno je da je najveéi kapacitet biomase ¢ajne gljive za arsen (V) dobiven pri 3,98 x 1073
mmol/g pri pH od 6 do 8. Razmovski i S¢iban (2008) su proucavali uéinkovitost otpadne
biomase cajne gljive u uklanjanju Cr(VI) i Cu(ll) iona iz vodenih otopina u seriji
bioapsorpcijskih sustava i zakljuéili da je optimalna pH vrijednost za bioapsorpciju Cr(VI) i

15



Cu(ll) 2,01 4,0. Murugesan i sur. (2005) su istrazivali sastav biomase kombuche i zakljucili da
sadrzi 179,38 g sirovih proteina, 120 g sirovih vlakana, 4,82 g fosfora, 6,56 g kalcija i 8,92 MJ
metabolizirajuce energije po kilogramu biomase. Otkriveno je da je ¢ajna gljiva bogata sirovim
vlaknima, sirovim proteinima i aminokiselinom lizinom (Jayabalan i sur., 2010b). Uzgajanje
Gluconacetobacter hansenii CGMCC 1671 i S. cerevisiae CGMCC 1670 u tradicionalnoj
kombuchi sa 10,37% inokuluma, pocetnog pH 4,96, i hranjive podloge volumena 77,13 mL u
tikvici od 250 mL rezultiralo je sa 300,093 mg/g bakterijske celuloze (Tan i sur., 2012).
Istrazivaci su zakljucili da se kokultura ¢istih sojeva tradicionalne kombuche moze koristiti za
dobivanje bakterijske celuloze visokog stupnja i zatim proizvodnje visokokvalitetnog
kombucha napitka. Caj sa koncentracijom saharoze od 90 g/L daje najveéi prinos bakterijske
celuloze (66,9%), a debljina i prinos ove bakterijske celuloze povecavaju se s vremenom
fermentacije i omjerom povrSine i dubine (Goh i sur., 2012a). Karakterizaciju mikrobne
celuloze koju proizvodi kombucha nakon 8 dana fermentacije, koriste¢i SEM, FTIR,
defraktometriju X-zraka, adsorpcijsku izotermu i mjerenjem svojstva otekline napravili su Goh
i sur. (2012b). Njihov rezultat na SEM-u je pokazao da je celulozni sloj izraden od ultrafine
mreze. FTIR je potvrdio prisutnost karakteristicnih regija anomernih ugljika 1 B-1,4-veza.
Potvrdeno je da u celulozi ne postoje kontaminanti poput lignina i hemiceluloze. Difrakcija X-
zrakama je pokazala da je cjelokupni stupanj kristalicnosti suhe biomase ¢ajne gljive nesto nizi
nego kod nemikrobne celuloze. Dakle, moze se koristiti i za pripremu kemikalija koje se temelje
na celulozi poput karboksimetilceluloze i moze biti fermentirana u bioetanol. Zhu i sur. (2013)
su pokazali da celuloza koju proizvodi kombucha ima dobru biokompatibilnost s primarno
kultiviranim Schwannovim stanicama 1 nije pokazala histoloske 1 hematoloske toksi¢ne ucinke

na zivéano tkivo in vivo.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. Ciljevi i tijek istrazivanja

7% (70 g'L)

konzumne saharoze

50 gL éaymub hisica

L J

uzgojena komercijalna kuliwra

crm £aj (100 gL saharoze)

odredivanie mase

1040 *C

PRIPREMA CATA
(15 min'‘poklopljena tikvica)

|

OBFRADA PODLOGE

- filtmranje lishica caja

- hladenje (sobna
temperatura)

|

NACIEPLITVANIE

|

FERMENTACIA
- umraku; prekrivena gazom
- temperatura 28 °C
(termostat)

celulozne biomase

- 21 dan

ANALIZE NAFITEA
- pH vmjednost
- koncentracija etancla (g/L)
- koncentracija octene
kiseline (z/L)
- antimikrobna svojstva

Slika 4. Shematski prikaz cjelokupnih istrazivanja
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3.2. Materijali i metode rada

3.2.1. Priprava kulture kombuche

Starter kultura kombuche je pripravljena zajedno sa ,,majé¢inskom teku¢inom® u crnom
¢aju uz dodatak 100 g/L saharoze. Uzgoj je trajao 10 dana u asepti¢nim uvjetima na sobnoj

temperaturi.

3.2.2. Uporabljene vrste ¢aja

Uzgojena kombucha nacijepljena je na 4 vrste Caja:

- bijeli ¢aj — Pai mu tan- Fu Jian Province Guanfu Tea Co. Ltd., Guangdong, Kina

- crni ¢aj — Mountain Tea trade PVT. Ltd., Kathmandu, Nepal

- voéni ¢aj, odnosno zeleni ¢aj uz dodatak tropskog voca i ruzinih latica — Geisha — Fleur
des geisha, Palais thes thés, Pariz, Francuska

- zeleni ¢aj - Bilouchun Tea - Zhejiang Qiandao Yuye Co. Ltd., Yixing, Jiangsu, Kina

3.2.3. Priprava fermentiranih ¢ajeva

Infuzije crnog, zelenog, bijelog 1 voénog ¢aja su pripravljene s 50 g listi¢a pojedinog
¢aja, uz dodatak 70 g/L saharoze (bijeli konzumni Secer) u ukupnom volumenu od 1 L kipuce
vode. Ekstrakcija je trajala 15 minuta, nakon ¢ega je €aj ohladen na sobnu temperaturu i
filtrirani su €ajni listi¢i. Bistri filtrat je preliven u sterilne Erlenmeyer tikvice od 1 L korisnog
volumena i inokuliran sa svjeze ugojenom kombucha kulturom. Nacijepljeni uzorci su
inkubirani pri 28 °C u termostatu tijekom 21-og dana, nakon Cega je prevrela tekucina
centrifugirana pri 2500 o/min tijekom 10 minuta, a supernatant je upotrebljen za daljnja

odredivanja. Kontrolni uzorak bila je neprevrela infuzija istraZivanih vrsta ¢aja.
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Slika 5. Priprava ¢ajeva prije inokulacije s kombuchom; B- bijeli ¢aj, C- crni ¢aj,

V-voéni ¢aj, Z — zeleni Caj

3.2.4. Odredivanje pH vrijednosti

Prije, tijekom 1 na kraju fermentacije je infuziji cajeva odredivana pH vrijednost pomocu

pH metra Hanna Industrial model HI 98103.

3.2.5. Odredivanje koncentracije octene kiseline

U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog ¢aja, 20 mL
vode i dodano nekoliko kapi fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0.1
M NaOH do prve pojave ljubicaste boje. Koncentracija octene kiseline (g/L) izracunata je

prema izrazu:

m(CH3COOH) = V(NaOH) - f(NaOH) -V(podloge) - 6
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3.2.6. Odredivanje alkohola u prevreloj komini

Pomocu graduiranog cilindra odmjereno je 100 mL fermentiranog ¢aja i prebaceno u
tikvicu za destilaciju s okruglim dnom, te je podeSena pH vrijednost podloge na pH = 7.0
pomocu otopine 1 M NaOH. Tikvica je priklju¢ena na aparaturu za destilaciju, a destilat se
prikupljao u odmjernu tikvicu od 100 mL. Kada je oko 2/3 volumena odmjerne tikvice
ispunjeno destilatom, destilacija je prekinuta, odmjerna tikvica nadopunjena je vodom do 100
mL i odredena je refraktometrijska vrijednost destilata. 1z baZzdarnog pravca odcitan je

odgovarajuci volumni udio etanola i izracunata je koncentracija proizvedenog etanola.

3.2.7. Antimikrobna aktivnost kombucha ¢aja

Antimikrobna aktivnost kombucha c¢aja odredivana je metodom radijalne difuzije
(Sreeramulu i sur., 2001), mjerenjem zona inhibicije rasta testiranih mikroorganizama: bakterija
Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium i Escherichia coli, te kvasca Candida
albicans.

Suspenzije stanica bakterija i kvasca (108/mL) nacijepljene su na hranjive podloge te im
je u izbuSene rupice u podlozi (visina 3 mm, promjer 4 mm) pipetom dodano 100 pL
fermentiranog Caja. Podloge su stavljene na inkubaciju 24 h pri 28 °C (kvasac) i 37 °C
(bakterije). Nakon toga su o€itani rezultati pokusa, pri ¢emu je promatrano postoji li zona
inhibicije, je li podrucje zamuceno ili €isto, te su mjereni promjeri nastalih zona. Svi pokusi su

provedeni u trima paralelama, te je izraCunata srednja vrijednost dobivenih rezultata.

3.2.8. Izratunavanje mase i prinosa celulozne biomase kombuche
Nakon 21-og dana fermentacije, izmjerena je masa celulozne biomase (g) prema
slijedecoj formuli:

masa celuloze (g) = masa biomase nakon fermentacije — masa inokuluma

Prinos (%) je izracunat je prema formuli:

Yp =y biomase nakon fermentacije / y saharoze na pocetku procesa (g/L) x 100
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4. REZULTATI



U ovom je radu proucavana fermentacija Cetiri razliite vrste ¢aja: bijelog, zelenog,
vocénog i crnog sa zdruzenom kulturom bakterija octene kiseline i kvasaca, u javnosti poznatoj
kao kombucha ili ,,éajna gljiva“.

Tijekom 21-og dana fermentacije pri 28 °C, pracene su pH vrijednosti fermentiranih
cajeva (Slika 6). Nastajanje kiselina tijekom fermentacije rezultiralo je padom pH vrijednosti
infuzija ¢ajeva, od pocetnih 6.6 (zeleni ¢aj), 5.93 (bijeli ¢aj), 5.53 (voéni ¢aj) 1 5.05 (crni Caj)
do konac¢nih 4.1 (zeleni ¢aj), 4.2 (bijeli ¢aj), 4.12 (vocni ¢aj) 1 4.05 (crni ¢aj). Najmanja
promjena pH vrijednosti primjecena je tijekom fermentacije crnog ¢aja, koja je trajala 21 dan,

za samo 1 pH jedinicu (Slika 6).

6.5 4
voéni
bijeli
zeleni

crni

5.5 1

pH

4.5 -

3.5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
vrijeme (dani)

Slika 6. Promjena pH vrijednosti tijekom fermentacije razlicitih vrsta ¢aja s kombuchom

Koncentracija etanola u kombuchi, prema vecini autora ne prelazi koncentraciju od 10
g/L (Sievers i sur., 1995). U ovom radu su pocetne koncentracije etanola bile vrlo niske i u svim
su se ¢ajevima nakon 24 h fermentacije kretale od 0.66 do 0.93 g/L, da bi nakon 21-0g dana
uzgoja pale na 0.015 g/L (Slika 7).
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Slika 7. Promjena koncentracije etanola tijekom fermentacije razlicitih vrsta ¢aja s
kombuchom

Dominantna organska kiselina u fermentiranim tekuc¢inama je octena, ¢ija se masena
koncentracija tijekom fermentacije kontinuirano povecavala (Slika 8). Pocetne koncentracije
octene kiseline nakon 24 sata fermentacije kretale su se od 0.6 g/L u infuzijama bijelog i zelenog
¢aja do 1.2 g/L u infuzijama crnog i vo¢nog ¢aja. Nakon 21-og dana fermentacije, najveca
koncentracija octene kiseline izmjerena je u bijelom caju (33.6 g/L), malo manja u zelenom

(31.2 g/L), dok su u voénom i crnom ¢aju izmjerene vrlo sli¢ne koncentracije (25.2 i1 25.8 g/L).
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Slika 8. Promjena koncentracije octene kiseline tijekom fermentacije razlicitih vrsta

¢aja s kombuchom

Jedan od prvih i vidljivih produkata biotransformacije zasladenog caja je celulozna
biomasa koja se u obliku tankog sloja oblikuje na povrsini tekuéine (Slika 9). Celuloznu
biomasu na povrsini odrzava CO2 nastao fermentativnom aktivnoS¢u kvasaca (Markov i sur.,
2003). Mikroskopskom analizom celuloznog sloja dokazano je da se po njenoj povrsini nalazi
veliki broj bakterija, kojima je, kao striktnim aerobima potreban atmosferski kisik. S donje
strane celulozne opne je nakupina kvasaca, fakultativno anaerobnih mikroorganizama.
Opc¢enito prihvacen termin ¢ajna gljiva najvjerojatnije potjece od celuloznog sloja koji svojim

izgledom podsjeca na pileus (klobuk) visih gljiva (Blanc, 1996).
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Slika 9. Izgled celulozne biomase kombuche nakon 21-og dana fermentacije

Tablica 2. Prinos celulozne biomase kombuche nakon 21 dana fermentacije razli¢itih

vrsta ¢aja

Vrsta y inokuluma (g/L) vy celulozne biomase (g/L) Prinos (%)
¢aja

Crni 8.49 180.17 248.29
Zeleni 6.56 132.29 182.09
Bijeli 10.39 158.36 215.10
Voéni 7.20 153.39 211.41
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lako nakon 21-og dana uzgoja kombuche nisu ispitivani osnovni parametri — pH
vrijednost ¢aja, maseni udjeli etanola i octene kiseline, nastavljena su istrazivanja izgleda (Slika

10) i prinosa celulozne biomase (Tablica 3).

et i

Y

Slika 10. Izgled celulozne biomase kombuche nakon 35 dana fermentacije zelenog

caja

Tablica 3. Prinos celulozne biomase kombuche nakon 35 dana fermentacije razli¢itih

vrsta ¢aja
Vrsta y inokuluma (g/L) vy celulozne biomase (g/L) Prinos (%)
Caja
Crni 8.49 239.88 330.56
Zeleni 6.56 315.73 441.67
Bijeli 10.39 218.99 297.99
Voéni 7.20 216.51 299.01
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Na antimikrobna svojstva kombuche vise je puta ukazivano i raznim metodama
potvrdeno (Greenwalt 1 sur., 1998). U ovom radu je antimikrobna aktivnost fermentiranih
Cajeva kombuche ispitivana sa cetiri testna mikroorganizma — bakterije vrsta Streptococcus
aureus, Escherichia coli i Salmonella typhimurium i kvascem Candida albicans (Slika 11).
Rezultati prikazani u Tablici 4 ukazuju na izvrsno antimikrobno djelovanje na bakterije S.
aureus i E. coli, te vrlo dobro djelovanje na S. typhimurium, dok u prisutnosti C. albicans nisu

uocene zone inhibicije, nego rast kvasca.

S. aureus

Slika 11. Zone inhibicije rasta testnih mikroorganizama (razrjedenje 10%)
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Tablica 4. Antimikrobno djelovanje razlicitih vrsta kombucha ¢aja

Zone inhibicije  Streptococcus Echerichia Salmonella Candida
(mm) typhimurium albicans
Razrjedenje 1072 1073 1072 1073 1072 1073 1072 107
Vrsta ¢aja

Crni 25 25 22 20 12 20 - -
Zeleni 32 32 18 16 - 24 - -
Bijeli 35 36 - - - 27 - -
Voéni 28 27 18 18 - 15 - -
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5. RASPRAVA



Kombucha je nutritivno vrijedni napitak dobiven fermentacijom saharozom zasladenog
¢aja pomocu cajne gljive, odnosno zdruzene kulture bakterija octene kiseline 1 raznih vrsta
kvasaca. Napitak je slatkast, blago kiseli i blago pjenusav, te nutritivno i bioloski vrlo vrijedan
zbog Cega se 1 preporucuje njegovo svakodnevno konzumiranje (Greenwalt i sur., 2000;
Dufresne i Farnworth, 2000).

Koncentracija i zivotnost ¢ajne gljive (bakterijska celuloza/maj¢inska kultura) moze
varirati od uzgoja do uzgoja. Bakterije octene kiseline sintetiziraju plutaju¢u biomasu kombuche
na povrsini infuzije ¢aja, ¢ime se pojacava zdruzivanje bakterija i kvasaca (Balentine 1 sur.,
1997), a kvasci previru saharozu u fruktozu i glukozu, proizvode¢i etanol (Reiss, 1994). Udio
mikroorganizama u strukturi bakterijske celuloze je vrlo kompleksan (Anken i Kappel, 1992).
Zbog toga je u ovom radu provedeno mikrobiolosko brojanje stanica bakterija octene kiseline i
kvasaca na pocetku i kraju procesa fermentacije. Kao §to je vidljivo iz Tablice 4, u 0vOj
zdruzenoj kulturi, bez obzira na infuziju ¢aja u koju su nacijepljeni, koncentracija stanica
kvasca bila je veca od koncentracije stanica bakterija octene kiseline.

Svaki mikroorganizam za svoj rast i metabolizam ima svoj optimalni pH interval, tako
da pH vrijednost hranjive podloge ima vaznu ulogu u mikrobnom rastu i sintezi bakterijske
celuloze (Sinclair, 1987). Tijekom 21-og dana fermentacije, pH vrijednosti infuzija ¢ajeva se
razmjerno smanjivala bez obzira na vrstu Caja (Slika 6). Najveca promjena pH vrijednosti
zabiljezena je u zelenom caju (za 2.5 pH jedinica), a najmanja u crnom ¢aju (1 pH jedinica).
Tijekom fermentacije bijelog i voénog €aja pH vrijednosti su se prosje¢no smanjile za 1.6
jedinica. Dobiveni rezultati su u suglasju s istrazivanjima Hwanga i sur. (1999), koji su
zakljucili da pretvorba glukoze u glukonsku kiselinu rezultira zna¢ajnim padom pH vrijednosti
tijekom fermentacije. Nadalje, porastom broja stanica kvasaca i bakterija octene kiseline, te
nastajanjem octene kiseline, pH se dodatno smanjuje.

Prema dostupnim literaturnim podacima masena koncentracija etanola u kombucha
pripravcima ne prelazi koncentraciju od 10 g/L (Markov i sur., 2003). Sievers i sur. (1995) su
objavili da su nakon 10 dana fermentacije kombuche u crnom ¢aju izmjerili maksimalnu masenu
koncentraciju etanola od 3.6 g/L. U ovom radu su se koncentracije etanola nakon 24 h
fermentacije kretale izmedu 0.66 i 0.93 g/L, a nakon 21-0g dana fermentacije su u svim
uzorcima smanjene na 0.015 g/l (Slika 7).

lako tijekom fermentacije s kombuchom nastaju i druge organske kiseline: glukonska,
glukuronska 1 mlijecna, octena kiselina je dominantna prema svom masenom u (Dufresne i
Farnworth, 2000). Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem pokazali su da je najveca

koncentracija octene kiseline nakon 21-og dana fermentacije postignuta u bijelom ¢aju (33.6
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g/L), priblizno jednaka u zelenom ¢aju (31.2 g/L), dok su 25 % manje koncentracije izmjerene
U voénom i crnom ¢aju (oko 25 g/L), kako prikazuje slika 8.

Tijekom fermentacije ¢aja pomo¢u kombuche, ve¢ nakon 24 h je vidljivo stvaranje
prozirne opne na povrsini tekuéine, koja s vremenom fermentacije postaje sve deblja i
zelatinoznija (Slika 9). Prema istraZzivanjima Goha 1 sur. (2012), koji su pratili prinos biomase
kombuche ovisno o koncentraciji $ecera (od 50 do 250 g/L), uoceno je da se prinos biomase
povecavao do 90 g/L (66.7 %), a nakon toga se naglo smanjivao, te je pri najvecoj koncentraciji
od 250 g/L bio samo 9.9 %. U ovom su radu Cetiri infuzije razli¢itih vrsta ¢aja; crnog, zelenog,
bijelog i vo¢nog obogacene dodatkom 70 g/L saharoze. Ovisno o vrsti Caja postignuti su razliciti
prinosi celulozne biomase, pri ¢emu je najveci prinos postignut nakon 21-0g dana uzgoja u
crnom ¢aju (248.15 %), a najmanji u zelenom caju (182.09 %), dok su uzgojem u bijelom i
voénom ¢aju postignuti priblizno isti prinosi (211.41 — 215.10 %) (Tablica 2). Istrazivanje
prinosa celulozne biomase je nastavljeno do 35-og dana fermentacije. Dobiveni rezultati su
pokazali da je u naknadnih 14 dana fermentacije prinos celulozne biomase u zelenom caju
uvecéan za 260 %, a kod ostalih vrsta ¢aja za priblizno 80 % (Slika 10, Tablica 3).

Inokulacija ¢ajne gljive zajedno s prethodno fermentiranim ¢ajem (10 % v/v), ne samo
da osigurava brzi pocetak fermentacije (Sievers i sur., 1995), nego i preventira naseljavanje
plijesni, kao i drugih nezeljenih mikroorganizama (Frank, 1999). Ovo zapazanje su naknadno
potvrdili Greenwalt i1 sur. (2000), uz objasnjenje da je smanjenje pH infuzija ¢aja s prethodno
fermentiranim Cajem, mogucénost kontaminacije drugim mikroorganizmima znacajno
smanjeno.

Antimikrobna aktivnost fermentiranih uzoraka c¢ajeva kvantitativno je pracena
mjerenjem prisutnosti ili odsustva zona inhibicije rasta testiranih vrsta bakterija i kvasaca (S.
aureus, S. typhimurium, E. coli i C. albicans), te pojave zamucenih zona, kojima se moze
objasniti djelomicna inhibicija rasta mikroorganizama (Tablica 4). Dobiveni rezultati su
pokazali da je rast S. aureus bio u potpunosti inhibiran kod razrjedenja bakterijske kulture (10
2§ 10®), rast E. coli nije inhibirao samo bijeli ¢aj, dok je kod S. typhimurium zabiljezena
inhibicija s crnim ¢ajem pri oba razrjedenja, a kod svih ¢ajeva samo pri razrjedenju 103
bakterijske kulture. Niti jedan fermentirani ¢aj nije inhibirao rast kvasca C. albicans (Tablica
4). Ovi se rezultati mogu djelomi¢no usporediti s rezultatima koje su dobili Battikh i sur. (2012),
koji su istrazivali antimikrobne u¢inke fermentacije infuzija zacinskog bilja s kombuchom. Do
sada nisu objavljeni nikakvi rezultati istrazivanja provedenih na fermentaciji bijelog i vo¢nog

¢aja $to je istraZivano u ovom radu.
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6. ZAKLJUCCI



Iz dobivenih rezultata moze se zaklju€iti:

1. Kombucha je nutritivno vrijedni napitak dobiven fermentacijom saharozom zasladenog ¢aja

pomocu zdruzene kulture bakterija octene kiseline 1 raznih vrsta kvasaca.

2. Istrazivane su fermentacije infuzija crnog, zelenog, bijelog i voénog caja (21 dan) s

komercijalnom kulturom kombuche pri 28 °C, uz dodatak 70 g/L saharoze.

3. U svim je uzorcima tijekom fermentacije pad pH vrijednosti i koncentracije etanola bio u

korelaciji s povecanjem koncentracije octene kiseline.

4. Najveéi prinos celulozne biomase nakon 21-og dana fermentacije izmjeren je u crnom ¢aju
(248.15 %), a najmanji u zelenom caju (182.09 %), dok su prinosi u bijelom (211.41 %) i

voénom c¢aju (215.10 %) bili priblizno isti.

5. Antimikrobna aktivnost ispitivana je mjerenjem zona inhibicije rasta bakterija S. aureus, S.
typhimurium i E. coli, te kvasca C. albicans. Fermentirane vrste ¢aja su pokazale izvrsnu
antimikrobnu aktivnost prema bakterijskim kulturama, no rast kvasca C. albicans nije bio

inhibiran.
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