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1. UVOD

Fermentirana hrana Cesto predstavlja prikladan model za prouc¢avanje mikrobnih zajednica i
interakcija (Wolfe i Dutton, 2015). Kombucha se sve viSe uporablja kao primjer fermentiranog
napitka dobiven medudjelovanjem metabolizma mikrobnog konzorcija koji ¢ine bakterije
octene kiseline, kvasci i ¢esto (ali ne uvijek) bakterije mlije¢ne kiseline u zase¢erenom caju
(Villarreal-Soto i sur., 2018). Infuzija osigurava dus$i¢ne tvari ekstrahirane iz ¢aja nuzne za rast
mikroorganizama. Saharoza se hidrolizira do glukoze i fruktoze pomoc¢u periplazmene
invertaze kvasca, a etanol nastaje kao rezultat alkoholnog vrenja. Bakterije octene kiseline
oksidiraju glukozu u glukonsku kiselinu i etanol u octenu kiselinu putem oksidativnog
metabolizma. Ova metabolicka shema postavlja pitanje moguce troficke ovisnosti bakterija
octene kiseline o kvascima (Lynch i sur., 2019). Glukoza i fruktoza takoder se koriste za
proizvodnju bakterijske nanoceluloze (BNC), sto dovodi do stvaranja pelikule, takoder poznate
kao "majka", "Cajna gljiva", ili simbiotska kultura kvasca i bakterija (SCOBY), jer se moze
koristiti kao inokulum za novu fermentaciju, zajedno ili umjesto tekuce kulture (Laavanya i
sur., 2021).

Ne postoji jedna poznata autohtona kultura ili mikrobni konzorcij za proizvodnju kombuche,
nego se radi o mnoStvu u pelikuli vezanih i prilagodenih konzorcija ¢ije je podrijetlo nepoznato.
Ova matrica se sastoji od dva razli¢ita okruzenja ili faze: tekuce, gdje su mikroorganizmi u
planktonskom stanju, i pelikule, u kojoj su vezani. Poznato je da su biofilmovi izvoriSte brojnih
interakcija medu mikrobnim zajednicama i BNC ovojnica koju sintetiziraju bakterije octene
kiseline u kombuchi nije iznimka (Gullo 1 sur., 2018). Izvan ove troficke interakcije, malo se
zna o drugim vrstama interakcija koje se mogu dogoditi tijekom fermentacije kombuche na
razini prisutne mikrobiote, te su, unato¢ brojnim znanstvenim istraZivanjima, mehanizmi
djelovanja unutar konzorcija i dalje slabo dokumentirani (May i sur., 2019).

U ovom radu je proucavana autohtona mikrobiota kombuche te interakcije izmedu kvasaca i
bakterija koje se dogadaju tijekom fermentacije u pogledu mikrobioloskih razina i sastava gla-
vnih proizvedenih metabolita. Razli¢ite vrste kvasaca i bakterija izolirane su iz tradicionalno
uzgojene kulture kombuche zelenog €aja. 1zolirane kulture su identificirane mikroskopski, po-
mocu biokemijskih testova i MALDI-TOF analizom. Kao rezultat metabolic¢kih aktivnosti mi-
krobiote, istrazivane su kinetika nastajanja organskih kiselina (octena 1 glukonska) 1 etanola, te

kinetika sinteze i prinos BNC u kompleksnoj podlozi.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMBUCHA
Kombucha je fermentirani napitak koji ima dugu povijest, a prvi zapisi koji spominju
konzumiranje kombuche potjecu iz sjeveroistocne Kine iz 220. godine prije nove ere, gdje ju
nazivaju lijekom za besmrtnost. Popularnost kombuche je postupno rasla te se iz Kine pocela
Siriti u susjedne zemlje. Vjeruje se da je do Rusije i isto¢ne Europe dosla trgovackim putovima
koji su se protezali izvan Dalekog istoka. Koristena je kao u¢inkoviti narodni lijek u Rusiji
1800-ih. Tijekom Prvog svjetskog rata kombucha se prosirila i u druge europske zemlje preko
ruskih i njemackih zarobljenika. Postala je popularni narodni lijek u Njemackoj 1920-ih
(Jayabalan i sur., 2014).
Sve vedi interes potroSaca za kombuchu se pripisuje prisutnosti antioksidativnih, antimikrobnih
i hepatoprotektivnih spojeva, iako ¢vrsti dokazi njenih ucinaka na promicanje zdravlja jos$
uvijek znanstveno nisu potvrdeni (Diez-Ozaeta i Astiazaran, 2022). Uspjeh kombuche ogleda
se u njezinoj prisutnosti na trzistu koje je 2019. godine iznosilo 1,85 milijardi USD i prema
projekciji veli¢ine globalnog trzista doseci ¢e 10,45 milijardi USD do 2027. godine (Kim i
Adhikari, 2020). Trenutno je broj registriranih medunarodnih tvrtki koje komercijalno
proizvode kombuchu u SAD-u 150, a u Europi 35, sto predstavlja 69,8 % odnosno 16,3 %
ukupnog udjela diljem svijeta (Nyhan i sur., 2022).
Trenutno veliki broj ljudi tradicionalno proizvodi kombuchu u malim koli¢inama za vlastite
potrebe fermentacijom zasladenog caja. lako se za proizvodnju tradicionalno koristi crni €aj,
druge vrste Caja kao zeleni, oolong 1 bijeli ¢aj se takoder uporabljaju. U rod Camellia (€ajevac)
ubrajamo oko 50 vrsta trajno zelenog tropskog 1 suptropskog grmlja, odnosno nizeg drveca, od
kojeg su najznacajniji kineski Cajevac (Camellia sinensis var. sinensis) 1 indijski Cajevac
(Camellia sinensis var. assamica). Camellia sinensis raste u brojnim krajevima svijeta i uzgaja
se u 52 drzave, no podrijetlo joj je u jugoistocnoj Aziji, oko granice Indije, Burme i Kine.
Kinezi, konkretno stanovnici provincije Junan, smatraju Cajevac svojom biljkom te sebi
pripisuju izum cajnog napitka, odnosno otkri¢e da je vruca voda s liS¢em caja dobra za
pice. Iako se uzgaja u tropskim predjelima cijelog svijeta, najznacajniji proizvodaci ¢aja i dalje
ostaju Kina, Indija, Sri Lanka i Japan (Chakravorty i sur., 2019).
Biljka caja se bere 1 obraduje na razli¢ite nacine diljem svijeta. Razlike izmedu vrsta ¢aja
odredene su fazom rasta u kojoj se listovi beru i kako se obraduju (tablica 1). Svi ¢ajevi se

djelomicno osuse, a zatim se dopusta da odstoje na zraku Sto dovodi do oksidacije. Razlicite
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razine oksidacije, poznate kao fermentacija, daju ¢aju prepoznatljiv okus. (Crum i sur., 2016).

Tablica 1. Metode obrade razliCitih vrsta ¢aja koji se koriste za pripremu kombuche

Tip Caja Proces

Crni Susenje na suncu, valjanje, potpuna oksidacija (fermentacija), susenje

Zeleni Susenje (na pari ili vruéim zrakom), valjanje/oblikovanje, bez oksidacije,
suSenje

Oolong Djelomicno suSenje na suncu, valjanje/ lomljenje listova, djelomic¢na oksidacija,
suSenje

Bijeli Minimalna obrada, susenje na niskim temperaturama

Upotreba zelenog ¢aja dobiva sve veéu vaznost u proizvodnji, vjerojatno zbog blagog okusa i
nize cijene. Zeleni ¢aj se prvenstveno povezuje s inaktivacijom polifenol oksidaze
zagrijavanjem ili primjenom pare na listove kako bi se osiguralo da katehini ostanu
neoksidirani (Senanayake, 2013). Zeleni ¢aj ima blaZi okus i boju od crnog caja. Zbog
delikatnosti zelenog €aja pri pripremi se koriste niZze temperature (66-85 °C) kako bi se
sprijeCila pretjerana ekstrakcija tanina iz listova. Glavnu komponentu zelenog c¢aja Cine
polifenoli, na koje otpada otprilike 25-35 % mase suhe tvari. Zeleni ¢aj bogat je katehinima,
ukljucujuéi epigalokatehin galat (EGCG), koji dokazano ima antibakterijska svojstva,
sposobnost snizavanja razine lipoproteina niske gusto¢e (LDL) 1 jaCanja imuniteta (Crum i sur.,

2016).

2.2. MIKROBNI SASTAV KOMBUCHE
Mikrobni sastav kombuche moze varirati od kulture do kulture, zbog geografskog polozaja,
klime, te lokalnih vrsta kvasaca i bakterija (Jayabalan i sur., 2014). Prethodna istrazivanja
bavile su se asortimanom kvasca i bakterija koje ¢ine SCOBY 1 koristi se za fermentaciju
kombuche (Coton i sur., 2017). Tablica 2 prikazuje mikrobni sastav razlicitih kvasaca i bakterija

koje predstavljaju mikrobni konzorcij SCOBY kulture.



Tablica 2. Mikrobni sastav kombuche (Bishop i sur., 2022)

Bakterije Kvasci

Acetobacter aceti Brettanomyces sp.

A. pasteurianus B. bruxellemsis

A. xylinoides B. intermedius

A. xylinum (Komagataeibacter xylinus) B. lambicus

Allbacillum sp. Candida sp.

Bacterium glutamicum Candida stellimallicola
Bifidobacterium sp. Candida tropicalis
Enterococcus sp. Kloeckera apiculata
Gluconacetobacter sp. Kloeckera sp.
Gluconobacter oxydans Klyveromyces sp.
Komagataeibacter sp. Pichia sp.

K. europaeus P. membranaefaciens

K. intermedius Rhodotorula sp.

K. oboediens Saccharomyces cerevisiae var. aceti
Lactobacillus sp. S. cerevisiae var. cerevisiae
Lactococcus sp. S. ludwigii

Leuconostoc sp. Schizosaccharomyces pombe
Mocrococcus sp. Torula

Propionibacterium sp. T delbrueckii
Pseudomonas sp. Torulopsis sp.

Rhizobium sp. Zygosaccharomyces baillii
Sarcina sp. Z. kombuchaensis

Serratia sp. Z. rouxii

Nabrojani mikroorganizmi pojavljuju se zajedno u frakciji ¢aja ili su sastavni dio plutajuce
nanocelulozne ovojnice (pelikule, BNC) koja se regenerira svakom novom fermentacijom
(slika 1). Acetobacter xylinum sada reklasificiran kao Komagataeibacter xylinus je vrsta
odgovorna za biosintezu celulozne ovojnice. Mikrobioloski sastav ovojnice ovisi o korisStenom

inokulumu za pocetak fermentacije. Stabilnost i odrZzavanje mikrobiote biofilma tijekom
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vremena tek treba okarakterizirati unato€ njegovoj intenzivnoj upotrebi kao starter kulture.

\ = o PN N

Slika 1. SEM prikaz bakterija i kvasaca u mrezi fibrila BNC (poveéanje 10 000x)

(Chimileski i Kolter, 2017)

2.2.1. SCOBY
SCOBY je celulozni biofilm sintetiziran u prethodnoj fermentaciji (May i sur., 2019). Na
pocetku fermentacije, biofilm se moze uociti kao tanki sloj koji pluta na vrhu napitka. Tijekom
fermentacije, minijaturni celulozni filamenti koje ekstracelularno sintetiziraju bakterije octene
kiseline dizu se do vrha tekucine i tvore nakupinu. Nakupljanje niti stvara nekoliko naslaganih
slojeva koji plutaju na vrhu napitka i ¢ine sve veci i jaci biofilm tijekom fermentacije (May i
sur., 2019). Smatra se da bakterije koje zive u debelom biofilmu osigurava prvi obrambeni
mehanizam od $tetnih utjecaja iz okoliSa. Biofilm predstavlja prepreku za difuziju antibiotika
zbog prirodnog sastava nanoceluloznog tkiva, §to u konacnici pridonosi zastiti kombuche od
vanjskih bakterija. SCOBY je "majka" metabolickih procesa koja stvara gotov proizvod.
Tijekom procesa fermentacije, SCOBY poprima ocitiji oblik, poput vrha gljive, guste i
zelatinozne teksture, mirisa po octu, Sto objasnjava kiselkasti miris 1 okus kombuche. Miris

nalik octu dobar je pokazatelj da je SCOBY zdrav, dok svaki neugodan ili pljesniv miris moze

znaciti da SCOBY kultura odumire ili je kontaminirana (Crum i sur., 2016).

2.2.2. Kvasci

Konzorcij kvasaca u kombuchi uglavnom predstavljaju Dekkera/Brettanomyces bruxellensis,
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Dekkera anomala/Brettanomyces anomalus, Candida spp., Kloeckera spp., Pichia spp.,
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii, Schizosaccharomyces pombe, Torula
spp., Torulaspora spp., Torulopsis spp., Zygosaccharomyces bailii 1 Z. rouxii, Varijacije u
sastavu mikrobne zajednice mogu se pripisati zna¢ajkama kombucha pica proizvedenih diljem
svijeta, a ovise o podrijetlu inokuluma, biljnim supstratima 1 razliitim geografskim,
klimatskim i okoliSnim uvjetima koji se javljaju tijekom fermentacije i proizvodnih procesa
(Nyhan i sur., 2022.; Wang i sur., 2022; Harrison i Curtin, 2021; Jafari i sur., 2021). Zabiljezeni
su zanimljivi pomaci u strukturi 1 dinamici mikrobiote tijekom razdoblja fermentacije, koje
opcenito traje 8-14 dana na sobnoj temperaturi (18-28 °C). Na primjer, ovisno o ekologiji
kvasca u kombuchi, fermentaciju su pokrenule osmotolerantne vrste, poput
Schizosaccharomyces pombe, Torulaspora delbrueckii 1 Zygosaccharomyces bailii, ¢iji broj se

smanjuje s povec¢anjem kiselosti, da bi ga zatim naslijedile vrste otporne na kiseline (Bishop i

sur., 2022; Nyhan i sur., 2022).

2.2.3. Bakterije
Medu bakterijskim rodovima prisutnim u SCOBY kulturi, ve¢inu predstavljaju bakterije octene
kiseline koje su ukljuc¢ene u pretvorbu etanola proizvedenog fermentacijom u acetaldehid, koji
se djelovanjem enzima acetaldehid dehidrogenaze pretvara u octenu kiselinu, dok su bakterije
mlijecne kiseline (LAB) povremeno prisutne u kombuchi (Bishop 1 sur., 2022; Nyhan 1 sur.,
2022). Adrian John Brown je 1886. godine identificirao bakteriju odgovornu za fermentaciju
1nazvao ju Bacterium xylinum. Nakon toga se taksonomski naziv do danas visekratno mijenjao,
te je poznata po nekoliko drugih naziva, poput Acetobacter xylinum 1 Gluconacetobacter
xylinus. Gram-negativna je, pokretna 1 Stapicasta bakterija, 2012. godine dobila je novo ime
roda Komagataeibacter. Medu vrstama ovog roda koje sintetiziraju BNC su Komagataeibacter
swingsii, Komagataeibacter rhaeticus 1 Komagataeibacter medellinensis. Komagataeibacter
xylinus je poznata kao glavni proizvoda¢ nanoceluloze u SCOBY-ju kombuche, dok je druga
dominantna bakterija Gluconobacter oxydans (St-Pierre, 2019). Bakterije mlije¢ne kiseline
(LAB) kao S$to su Lactobacillus 1 Lactococcus predstavljaju takoder dio mikrobiote u BNC.
Uoceno je da Lactobacillus prevladava u viSem koncentracija u kasnijim fazama fermentacije.
Kada su kultivirani Lactobacillus sp. s bakterijama octene kiseline poput Gluconacetobacter
vidjela se veca proizvodnja celuloze pa je zakljucio da Lactobacillus podrzava rast bakterija

(Sengun i Kirmizigul, 2020).



2.3. KEMIJSKI SASTAV KOMBUCHA NAPITAKA
Kombucha se sastoji od niza organskih kiselina, Sefera, vitamina, aminokiselina, purina,
pigmenta, lipida, proteina, etanola, kofeina, ugljikovog dioksida, polifenola i minerala.
Kemijski sastav ¢aja koji se koristi za proizvodnju kombuche utjece na koncentraciju pojedinih
spojeva u dobivenom napitku zbog Cega je dobro proucen. Prisutnost i koli¢ina odredenih
kemijskih spojeva ovisi o sastavu simbiotske kulture, parametrima fermentacije, koncentraciji
saharoze, wvrsti C¢aja 1 analitickim metodama koriStenima za kvantifikaciju.
Iako nedostaje klinickih dokaza o dobrobiti kombuche na zdravlje, znanstvenici su
istrazivanjima potvrdili da se kombucha sastoji od Sirokog spektra kemijskih komponenti koje
potjecu iz zelenog i crnog ¢aja. Neke od tih komponenti su poznate po pozitivnom ucéinku koji
imaju na ljudski imunoloski sustav i1 metabolicke procese u organizmu.
Kombucha fermentirana sa zelenim ili crnim ¢ajem sadrzi visoke razine vitamina C ili
askorbinske kiseline 1 tragove vitamina B skupine. Vitamini su nuZni za brojne biokemijske 1
fizioloske procese koji se odvijaju u ljudskom tijelu. Vitamin C promovira ljudsko zdravlje
stvaranjem kolagena za potporu vezivnog tkiva i sudjelovanjem u imunosnom odgovoru
(Watawana 1 sur., 2015).
Minerali su anorganske supstance koje igraju vaznu ulogu u ljudskom tijelu. Male koli¢ine su
potrebne za normalnu funkcioniranje 1 rast organizma. Esencijalni minerali kao $to su kalij,
kobalt, mangan, bakar, zeljezo, magnezij 1 flouridni ioni mogu se pronaci u fermentiranoj
kombuchi (Jakubczyk 1 sur., 2020).
Polifenoli su bioaktivne tvari koje sadrze viSe od jedne fenolne strukture po molekuli.
Predstavljaju najvecu grupu fitokemikalija 1 najzastupljeniji su antioksidansi u ljudskoj
prehrani. Zeleni, crni 1 mnogi drugi €ajevi su bogati polifenolima topivim u vodi, ove
komponente su odgovorne za okus i aromu ¢aja. Antioksidativna svojstva polifenola odgovorna
su za pozitivne zdravstvene ucinke povezane s ¢ajem i kombuchom kao $to su prevencija
tumora, podizanje imuniteta, smanjenje upalnih procesa i artritisa. Ukupna koli¢ina polifenola
pronadenih u kombuchi ovisi o vrsti koriStenog ¢aja (Zyurt, 2020).
Etanol, produkt fermentacije kvasca takoder se mozZe na¢i u kombuchi. Koncentracija etanola
raste kako fermentacija napreduje. Zahvaljuju¢i metabolickim aktivnostima octenih bakterija
koncentracija etanola kasnije se smanjuje ispod 1,2 % volumnog alkohola, §to je u skladu s
oznakom ,,bez alkohola®, propisana europskom regulativom. (EU Ne 1169/2011). Medutim,
iako tradicionalna kombucha ne sadrzi alkohol, u posljednje vrijeme mali proizvodaci poCinju

proizvoditi ,,jaku ili tvrdu kombuchu®, koja sadrzi 3,5-5,5 % volumnog alkohola (Bishop i sur.,
7



2022).

Kombucha se sastoji od niza organskih kiselina kao $to su octena, glukonska, glukuronska,
mlijecna, limunska, jabu¢na i oksalna (slika 2). Octena kiselina je komponenta odgovorna za
okus 1 aromu octa koja se obi¢no povezuje s kombuchom. Etanol i octena kiselina pronadeni u
kombuchi osiguravaju antisepticka svojstva, inhibiraju¢i rast patogenih mikroorganizama.
Mlije¢na kiselina se prvenstveno nalazi u kombuchi pripravljenoj od zelenog Caja, za razliku
od drugih cajeva gdje su zabiljezene neznatne koli¢ine. Oksidacijom glukoze tijekom procesa
fermentacije nastaje glukuronska kiselina, koja se zbog svoje sposobnosti vezanja toksic¢nih
spojeva u jetri smatra najznacajnijim detoksifikatorom u ljudskom organizmu. Glukuronska

kiselina je takoder prekursor za biosintezu vitamina C (Villarreal-Soto i sur., 2018).

Secer

Glukoza

Invenaza
/ Fruktoza ooy Celuloza ==

) Glukonska
i - -
kiselina U

Saharoza \ W N P 3

Ve Octena |
: e / kiselina
Kvasac & ¢Etanolg

—p CO2 @0?9

Slika 2. Proizvodnja organskih kiselina tijekom fermentacije kombucha ¢aja (prema Tran i sur.,
2020)

Kofein je prirodni ksantinski alkaloid koji se nalazi u brojnim biljkama kao §to su kava, ¢aj 1
kakaovac. Ljudi konzumiraju proizvode koji sadrze kofein zbog stimuliraju¢eg ucinka na
ziv€ani sustav koji pruzaju zajedno s povecanjem energije. Kad je u pitanju kombucha, kofein
ima vaznu ulogu tijekom fermentacije, osiguravajuci kvascima i bakterijama dusik nuzan za
metabolicke procese i izgradnju novih stanica. Takoder omogucuje energiju za kvasce i
bakterije kako bi mogli provesti proces fermentacije (Crum 1 sur., 2016).

Okus kombuche se mijenja iz slatkog do vo¢nog, kiselkastog 1 blago pjenusavog pa sve do

okusa sli¢nog octu kako fermentacija napreduje. Slatko¢a kombuche se smanjuje dok kiselost
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raste zbog metabolizma simbiotske kulture, koji koristi Secer kao supstrat za proizvodnju
organskih kiselina. Ne postoji krajnja tocka fermentacije kombuche, medutim kiselost moze
porasti do potencijalno Stetne razine za konzumaciju nakon 10 dana. Za sigurnu konzumaciju
kombuche preporucuje se krajnja pH vrijednost veca od 2,8. Nakon zavrSene fermentacije
celulozni biofilm se uklanja iz posude za fermentaciju, a tekuc¢ina se filtrira 1 pohranjuje u

zatvorene boce, spremna za konzumaciju.

2.4. METABOLIZAM SUPSTRATA I SINTEZA BNC
Prisutnost goleme 1 raznolike mikrobne populacije u SCOBY kulturi €ini sloZenijim
razumijevanje kinetike fermentacije i proizvodnje BNC zajedno s raznim drugim proizvodima
metabolizma (nusproizvodima) prisutnim u fermentacijskoj podlozi. Mikrobne vrste koje
medusobno djeluju jedna na drugu mogu djelovati korisno ili inhibicijski. Ovakvo mikrobno
ponasanje je detaljno prouceno kako bi se znala funkcija svake vrste prisutne u zdruzenoj
kulturi (slika 3). Ulogu nekih od dominantnih skupina bakterija i kvasaca tijekom fermentacije

kombuche i proizvodnje BNC proucavali su detaljno Chakravorty i suradnici (2016).
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Slika 3. Metabolizam supstrata pomoc¢u SCOBY kulture (prema Laavanya i sur., 2021)



Konzorcij kvasaca metabolizira prisutnu saharozu na glukozu i fruktozu i proizvodi etanol iz
glukoze (Tran i sur, 2020). Molekule glukoze postaju supstrat bakterijama octene kiseline za
proizvodnju organskih kiselina poput octene, glukonske, glukuronske i drugih kiselina kao
rezultat oksidacije glukoza-oksidazom, a molekule fruktoze se pretvaraju u octenu Kiselinu.
Proizvedena octena kiselina djeluje kao stimulans za kvasac da proizvodi vise etanola i ovaj
etanol zatim iste bakterije pretvaraju u octenu kiselinu. Ovaj proces dovodi do nakupljanja
etanola i octene kiseline u mediju i djeluje kao antimikrobno sredstvo koje sprjecava
kontaminaciju patogenim mikroorganizmima. Kofein i spojevi poput teofilina i teobromina
prisutnih u infuziji ¢aja takoder stimuliraju proizvodnju BNC aktiviranjem celulaznih
kompleksa. Bakterijske stanice stimuliraju i vitamini i druge hranjive tvari koje se oslobadaju
kao posljedica smrti i autolize stanica kvasca (Chakravorty i sur., 2016). Vlaknasta mreza
bakterijske celuloze se sastoji od trodimenzionalnih, strukturno vrlo uredenih nanovlakana, $to
rezultira stvaranjem hidrogela velike povrSine 1 poroznosti. G. xylinus proizvodi celulozu 1
(vrpcama sli¢an polimer) i celulozu II (termodinamicki stabilan polimer) kao Sto je prikazano

na slici 4 (Laavanya i sur., 2021).
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Slika 4. Sinteza celuloznih mikrofibrila (prema Laavanya i sur., 2021)

Tijekom procesa sinteze, protovlakna glukoznog lanca se izlucuju kroz bakterijsku stanicnu
stijenku 1 medusobno formiraju nanovlaknaste celulozne vrpce. Ove vrpce grade mrezno
oblikovanu strukturu BNC koju €ini vrlo porozni matriks. Ovako sintetizirana celuloza ima
vrlo veliki broj hidroksilnih grupa ¢ime se objasnjava njena hidrofilnost, razgradljivost i veliki

kapacitet za kemijske modifikacije (Gullo i sur., 2016).
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1. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. SCOBY kombuche
U radu je uporabljena SCOBY kombuche iz kuénog uzgoja (slika 5). Uvjeti fermentacije zelenog ¢aja
i sinteze SCOBY kulture opisani su u poglavlju 3.2.1.

Slika 5. Prikaz pelikule BNC uporabljene u istrazivanju kao starter kultura (osobna fotografija,

Nensi Zeli¢€)

3.1.2. Caj
Za uzgoj kombuche uporabljen je Lord Nelson zeleni ¢aj s okusom jasmina. Proizvedeno za
Lidl Stiftung & Co. KG, Stiftsbergstr. 1, DE-74167 Neckarsulm, Njemacka.

Sastav Caja: zeleni ¢aj (100,0 %), cvjetovi jasmina (< 1 %).

3.1.3. Uporabljene kemikalije i uredaji
U radu su uporabljene slijedece kemikalije (proizvodaci): glukoza (GRAM MOL, Zagreb,
Hrvatska), kvascev ekstrakt (Biolife, Milano, Italija), pepton (Biolife, Milano, Italija), CaCO3
(Kemika, Zagreb, Hrvatska), agar (Merck, Darmstadt, Njemacka), EtOH (GRAM MOL,
Zagreb, Hrvatska), NaoHPO4 (Merck, Darmstadt, Njemacka), limunska kiselina (Merck,
Darmstadt, Njemacka), tripton (Merck, Darmstadt, Njemacka), sojin pepton (Merck,
Darmstadt, Njemacka), NaCl (kemika, Zagreb, Hrvatska), laktoza (GRAM MOL, Zagreb,
Hrvatska), maltoza (GRAM MOL, Zagreb, Hrvatska), bromkrezol zeleno (Kemika, Zagreb,
Hrvatska), bromkrezol plavo (Kemika, Zagreb, Hrvatska), bromkrezol ljubic¢asto (Kemika,
Zagreb, Hrvatska), CaCl, (Kemika, Zagreb, Hrvatska), FeClz (Kemika, Zagreb, Hrvatska),
MgSOs4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska), MnSO4 (Kemika, Zagreb, Hrvatska), KH,PO4 (Kemika,
Zagreb, Hrvatska, KCI (Kemika, Zagreb, Hrvatska), cikloheksimid (Sigma-Aldrich, St. Louis,

SAD), ampicilin (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD).
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U radu su koristeni slijedec¢i uredaji (proizvodaci): analiticka vaga Sartorius ENTRIS 153-1S
(Sartorius, SAD), termostati Memmert [F40 na 25 °C, 28 °C, 30 °C i 37 °C (Memmert, Long
Island City, SAD), laboratorijska tresilica inkubator IKA@KS 4000i control (SMITA Chemical
Lab, New Delhi, Indija), svjetlosni mikroskop OLYMPUS CH20 (Olympus, Nizozemska).

3.1.4. Podloge za uzgoj i selekciju mikroorganizama
3.1.4.1. Tekuce hranjive podloge
3.1.4.1.1. Krumpirov bujon (eng. Potato Dextrose Broth; PDB)

Sastav/L
glukoza 200 ¢g
krumpirova infuzija 200,0 mL

Priprava krumpirove infuzije: Staviti 200 g krumpira izrezanih na kockice u 1,0 L

demineralizirane vode. Zagrijati do vrenja i kuhati 30 minuta, profiltrirati kroz gazu i sacuvati
filtrat.

Priprava podloge: Sve sastojke otopiti/dodati u 1,0 L demineralizirane vode. Sterilizirati i

preliti u tikvice ili epruvete.

pH 5,6 £0.2 pri 25°C

3.1.4.1.2. Hranjivi bujon (eng. Nutrient Broth; NB)

Sastav/L
glukoza 50,0 g
kvasScev ekstrakt 5,0g

Priprava podloge: Sve sastojke otopiti/dodati u 1,0 L demineralizirane vode. Sterilizirati 1
preliti u tikvice ili epruvete.

pH 6,9 £0.2 pri 25°C

Primjena: za uzgoj Gluconacetobacter xylinus

3.1.4.1.3. Puferirana Hestrin-Schram tekuca podloga (HS)

Sastav/L

glukoza 20,0 g
kvascev ekstrakt 50g
pepton 50¢g

12



Na;HPOy4 2,7¢
limunska kiselina-H>O 1,L15¢g

Priprava podloge: Dodati/otopiti sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Lagano zagrijati

do vrenja. Podesiti pH na 5,0 s HCI. Sterilizirati u autoklavu i ohladiti na 50°C. Asepti¢no
dodati 40 mL sterilne otopine glukoze u steriliziranu podlogu, razliti na ploce ili u epruvete.
pH 6,0 £ 0.2 pri 25°C

Primjena: za uzgoj Acetobacter xylinum.

3.1.4.1.4. YPM (eng. Yeast Peptone Medium)

Sastav/100 mL

kvascéev ekstrakt 30g

pepton 30g

EtOH 0;5;10; 15;20; 25 mL

Priprava podloge: Dodati pepton i kvascev ekstrakt u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro

promijesati i lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati, dodati EtOH i razliti u Erlenmeyer
tikvice od 300 mL.

pH 6,5 + 0.2 pri 25°C

Primjena: za test otpornosti na EtOH.

3.1.4.2. Cvrste hranjive podloge
3.1.4.2.1. Krumpirov agar (eng. Potato Dextrose Agar; PDA)

Sastav/L

glukoza 200 g
krumpirova infuzija 200,0 mL
agar 200 g

Priprava podloge: Sve sastojke otopiti/dodati u 1,0 L demineralizirane vode. Sterilizirati i

preliti na ploce ili u epruvete.
pH 5,6 £ 0.2 pri 25°C

Primjena : za uzgoj i brojanje kvasaca i plijesni iz hrane.
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3.1.4.2.2. GYPM (eng. Glucose Yeast Peptone Medium; GYPM)

Sastav/L

glukoza 50¢g
kvascev ekstrakt 30g
pepton 50g
agar 20,0 g

Priprava podloge: Dodati sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro promijesati i

lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati i razliti na ploce.

pH 6,8 £ 0.2 pri 25°C

Primjena: za uzgoj i odrzavanje razlicitih vrsta kvasaca: Candida sp., Rhodotorula
matritensis, Saccharomyces bayanus, Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces douglasii,

Saccharomyces paradoxus, Schizosaccharomyces pombe 1 Zygosaccharomyces rouxii.

3.1.4.2.3. GYC agar (eng. Glucose Yeast Exstract Calcium Carbonate Agar)

Sastav/L

glukoza 20,0 g
CaCOs3 20,0 g
kvasScev ekstrakt 10,0 g
agar 200 g

Priprava podloge: Dodati sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro promijesati 1

lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati i razliti na ploce.
pH 6,8 £ 0.2 pri 25°C
Primjena: za uzgoj i odrZzavanje Acetobacter spp. Acetobacter pasteurianus, Acetobacter xy-

linum, i Gluconobacter oxydans.

3.1.4.2.4. GEM agar (eng. Glucose Ethanol Medium)

Sastav/L

glukoza 150¢g
pepton 30g
kvascev ekstrakt 30g
EtOH 5mL
agar 20,0 g

Priprava podloge: Dodati sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro promijesati 1
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lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati i razliti na ploce.

pH 5,6 + 0.2 pri 25°C

3.1.4.2.5. GACE agar (eng. Glucose Acetic Acid Citric Acid Ethanol Agar)

Sastav/L

glukoza

pepton

kvascev ekstrakt
octena kiselina
limunska kiselina
EtOH

agar

10,0 g
7,0 g
10,0 g
0,1 mL
02¢g
10,0 mL
20,0 g

Priprava podloge: Dodati sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro promijesati i

lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati i razliti na ploce.

pH 5,5 + 0.2 pri 25°C

3.1.4.2.6. WL agar (eng. Wallerstein Laboratory Differential Agar)

Sastav/L

glukoza

kvascev ekstrakt
CaCl

FeClz

MgSOq4

MnSO4

KH>PO4

KCI

Kazein hidrolizat
Bromkrezol zeleno
Aktidion (cikoheksimid)

agar

50,0 g
40¢g
0,125 g
0,0025 g
0,125 ¢
0,0025 g
0,55¢
0,425 g
50g
0,022 g
4.0 mg
20,0 g

Priprava podloge: Dodati sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro promijesati i

lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati i razliti na ploce.

pH 5,5 £ 0.2 pri 25°C
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Primjena: za diferencijalni uzgoj bakterija iz industrijskih fermentacijskih procesa. Dodatkom

cikloheksimida je inhibiran rast kvasaca i plijesni.

3.1.4.2.7. Carr agar

Sastav/L

glukoza 30¢g
kvasc¢ev ekstrakt 10,0 g
CaCOs3 10,0 g
EtOH 17,5 mL
Bromkrezol plavo 0,04 g
agar 200 ¢g

Priprava podloge: Dodati sve sastojke u 1,0 L demineralizirane vode. Dobro promijesati i

lagano zagrijavati do vrenja. Sterilizirati i razliti na ploce.
pH 5,5 + 0.2 pri 25°C
Primjena: promjena boje agara iz plave u zutu ukazuje na oksidaciju EtOH do octene kiseline

1 dodatnu oksidaciju octene kiseline do CO> 1 H>O.

Tablica 3. Osnovne, selektivne, diferencijalne 1 obogacene podloge uporabljene u radu

Hranjiva podloga Primjena
PDB osnovna
NB osnovna
HS osnovna
PDA selektivna
GYPM selektivna
GYC selektivna
GACE selektivna
GEM selektivna
YPM obogacena
WL obogacena
Carr diferencijalna
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3.2. Metode

Cjelokupan tijek istrazivanja koji je obuhvatio fermentaciju zelenog ¢aja s jasminom SCOBY

kulturom, te izolaciju 1 identifikaciju mikrobiote kombuche prikazan je na slici 6.

Uzgoj "majéinske kulture"”
kombuche

- zeleni €aj, 80 g/L saharoze,

8 dana/ 28 °C
Fermentacija
- zeleni Caj, 80 g/L Parametri )
saberoee, SCOBY mjerenje pH vrijednosti
(3 % ftez/ val]), - odredivanje koncentracije
14 dana/28 °C / octene i glukonske kiseline
- odredivanje koncentracije
etanola
Mikrobiota kombuche ~ lzdvajanje BNCiz
koembuche
-nacjepljivanje 1 mL i . .
kombuche u 100 mL PDB i - mjerenje debljine
HS podloge ; EN_C ]
-uzgoj stati¢no 48 h/30 °C - odredivanje prinosa
. BNC |
Izolacija mikrobiote
Mikrobiota BNC
-uzorci su nacjepljivani na
PDA, GYM P, GYC i GACE -1x1cm BNC I"IEICiJE‘p']EI’ICI u 100
podloge mL PDB i HS podloge
-8 h/28 °C za kvasce -uzgoj na tresilici 24h/30 °C
-8 dana/28 °C; 4 dana/37 _ pri 250 o/min )
*C za bakterije ' 3
Identifikacija mikrobiote
Diferencijacija bakterija =moriolagijaje-proutavana

fiziologijom kolonija i
mikroskopski (bojanje po
Gramu)

- biokemijski testovi
- AP testovi
- MALDI-TOF analiza

- nacjepljivanje na selektivne
podloge
(Carri WL)

Slika 6. Shematski dijagram tijeka istrazivanja
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3.2.1. Priprava kulture kombuche
Kultura kombuche je pripravljena s ,,maj¢inskom kulturom* u zelenom ¢aju uz dodatak 80 g/L
saharoze. Infuzija zelenog Caja pripravljena dodatkom 50 g ¢aja u 1 L kipuée vode u koju je
dodano 80 g/L saharoze (bijeli konzumni Secer). Nakon ekstrakcije koja je trajala 8§ minuta
(prema naputku proizvodaca), €aj je ohladen na sobnu temperaturu. Infuzija ¢aja (500 mL) je
prelivena u sterilnu staklenu posudu (1000 mL), te pokrivena sterilnom kompresom. Uzgoj je

trajao 8 dana u asepti¢nim uvjetima pri 28 °C u termostatu (slika 7).

Slika 7. Prikaz kombuche nakon 8 dana fermentacije pri 28 °C (osobna fotografija, Nensi Zeli¢)

3.2.2. Priprava kompleksne podloge (fermentirani ¢aj)
Infuzija zelenog ¢aja s okusom jasmina pripravljena je dodatkom 50 g ¢aja u 1 L kipuce vode
u koju je dodano 80 g/L saharoze (bijeli konzumni Secer), kao i ,,majc¢inska kultura®. Nakon
ekstrakcije, infuzija ohladenog ¢aja na sobnu temperaturu (500 mL) je prelivena u 2 sterilne
staklene posude (1000 mL), nakon ¢ega su uzorci inokulirani sa svjeZe uzgojenom kombucha
kulturom (3 % tez/vol) i prekriveni sterilnim kompresama. Nacijepljeni uzorci su inkubirani
pri 25 °C (sobna temperatura) tijekom 14 dana, nakon Cega je prevrela tekucina centrifugirana
pri 2500 okr/min tijekom 10 minuta, a supernatant i sintetizirana BNC su uporabljeni za daljnja

odredivanja. Kontrolni uzorak je bila neprevrela infuzija zelenog ¢aja s okusom jasmina.

3.2.3. Priprava kemijski definiranih podloga
Priprava kemijski definiranih hranjivih podloga za uzgoj 1 selekciju istraZivanih

mikroorganizama objasnjena je u poglavlju 3.1.4.

3.2.4. Primarno odredivanje mikrobiote kombuche
a) tekuca faza: 1 mL kombucha caja je nacijepljen u asepticnim uvjetima u 100 mL

krumpirovog bujona (1 tikvica), hranjivog bujona (1 tikvica) i puferirane HS podloge (1
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tikvica) u Erlennmeyer tikvicama od 250 mL. Uzorci su inkubirani staticno u termostatu pri 30
°C tijekom 14 dana.

b) pelikula bakterijske nanoceluloze: 1 x 1 cm pelikule bakterijske nanoceluloze sintetizirane
tijekom 8 dana priprave kulture kombuche je asepticno preneseno u 100 mL krumpirovog
bujona (1 tikvica), hranjivog bujona (1 tikvica) 1 puferirane HS podloge u Erlennmeyer tikvici

od 250 mL. Uzorci su inkubirani na tresilici 24 h pri 30 °C i 250 o/min.

3.2.5. Izolacija bakterija i kvasaca iz uzoraka kombuche
Za nacjepljivanje na &vrste hranjive podloge su pripremljena razrjedenja uzoraka do 107,
Uzorci su u prvom koraku nacijepljeni na PDA, GYPM i GYC hranjive podloge i inkubirani
48 h u termostatu pri 28 °C za uzgoj kvasaca (PDA) i 8 dana pri 37 °C za uzgoj bakterija
(GYPM i GYC).
Odabrane kolonije bakterija su dodatno nacijepljene na WL podlogu uz dodatak 4 g/L
cikloheksimida (aktidiona) za inhibiciju rasta kvasaca i plijesni te na PDA podlogu uz dodatak

1 mg/L ampicilina za inhibiciju rasta bakterija.

3.2.6. Diferencijacija bakterija
Za razlikovanje bakterija iz rodova Acetobacter 1 Gluconacetobacter uporabljena je Carr
podloga kojoj je dodan bromkrezol plavo. Hranjiva podloga je inkubirana 4 dana pri 30 °C do

pojave kolonija, odnosno promjene boje hranjive podloge iz plave u Zutu boju.

3.2.7. ldentifikacija proizvodnih vrsta mikrobiote kombuche
Morfologija stanica kvasaca 1 bakterija je proucavana bojanjem po Gramu (bakterije 1 kvasci)

i safraninom (kvasci), te mikroskopiranjem svjetlosnim mikroskopom (Olympus CH20).

3.2.8. MALDI-TOF tehnika identifikacije aerobno mezofilnih bakterija
MALDI-TOF tehnika; matricom potpomognuta ionizacija desorpcijom laserskog zracenja
(MALDI)) s vremenom proleta (TOF), razvijena je 1987. godine i omogucila je analizu
termicki nestabilnih biomolekula velikih masa. Postupak identifikacije MALDI-TOF tehnikom
pocinje nanoSenjem kolonije mikroorganizma kojeg Zelimo identificirati na MALDI plocicu,
slijedi dodavanje matrice 1 unos u instrument gdje snimanje rezultira karakteristi¢nim
spektrima masa proteina za svaki mikroorganizam (eng. fingerprint). ldentifikacija 1

klasifikacija mikroorganizama provodi se usporedbom spektra uzorka s referentnim spektrom
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iz biblioteke mikroorganizama i obradom pomo¢u MALDI Biotyper racunalnog programa.
Racunalni program usporeduje pikove (eng. peak) neidentificiranog uzorka s referentnim
spektrom. Ovisno o podudarnosti dvaju spektara, rezultati su prikazani ocjenama 2.300 do
3.000 Sto ukazuje na pouzdanu i vrlo vjerojatnu identifikaciju na razini vrste, 2.000 do 2.299
Sto ukazuje na sigurnu identifikaciju roda s moguc¢om identifikacijom vrste, 1.700 do 1.999
ukazuje na vjerojatnu identifikaciju na razini roda i rezultat manji od 1.700 ukazuje na
nepouzdanu identifikaciju (Nacefab i sur.,, 2017). Instrument na kraju analize rezultate na
ekranu racunala prikazuje u 3 boje: zelena boja oznacava savrseno preklapanje izmedu spektra
mase uzorka i referentnog spektra. Zuta boja oznacava djelomic¢no preklapanje, a kada postoje

razlike izmedu spektra uzorka i referentnog spektra to je ozna¢eno crvenom bojom.

3.2.9. Karakterizacija proizvodnih vrsta mikrobiote kombuche
Karakterizacija izoliranih vrsta bakterija provedena je putem fizioloskih i biokemijskih testova:

katalaznog testa, oksidaznog testa, tvorbe indola, oksidacije etanola, testa tolerancije na etanol,

te API 20E 1 20C AUX testova.

3.2.9.1. Katalazni test

Pomocu sterilne i ohladene mikrobioloske uSice je prenesen uzorak bakterijske kulture s ¢vrste
hranjive podloge na predmetnicu i dodana je jedna kap 3%-tnog H>O». Ako bakterija posjeduje
katalaznu aktivnost, dolazi do burne reakcije koja se oCituje pojavom mjehurica plina, odnosno

pojavom pjene. Ako bakterija ne sintetizira katalazu, pjenjenje ¢e izostati.

3.2.9.2. Oksidazni test

Oksidazni test je proveden prenoSenjem uzorka bakterijske kulture s ¢vrste hranjive podloge
pomocu sterilne 1 ohladene mikrobioloske uSice na trakicu za testiranje oksidazne aktivnosti
(Bactident Oxidase, Millipore, SAD). Ako bakterija posjeduje oksidaznu aktivnost, dolazi do
promjene boje nanesenog uzorka tijekom 30 sekundi 1 test se smatra pozitivnim. Ako bakterija

nema oksidaznu aktivnost, promjena boje ¢e izostati.

3.2.9.3. Tvorba indola

U epruvetu s triptofan bujonom nacijepljena je bakterijska kultura i inkubirana pri 37 °C
tijekom 24 ili 48 sati. Nakon inkubacije je u podlogu dodan Kovaczev reagens, koji uz amilni
alkohol moze ekstrahirati indol iz vodenog medija. Indol ¢e isplivati na povrSinu u obliku sloja

koje ¢e se u reakciji s aldehidnom skupinom p-dimetilaminobenzaldehida obojati crveno
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(pozitivna reakcija). Ukoliko se sloj ne oboji, test je negativan.

3.2.9.4. Oksidacija etanola

Oksidacija etanola do octene kiseline i oksidacija acetata do CO2 i H>O bakterijama octenog
vrenja je odredivano nacjepljivanjem na Carr podlogu, uz bromkrezol plavo kao indikator.
Promjena boje podloge (plave) do zute boje inkubacijom pri 28 °C tijekom 24 ili 48 h, ukazala
je na oksidaciju alkohola bakterijama octenog vrenja. Produzenom inkubacijom dodatnih 24 h,
ponovna promjena boje u pocetnu, iz zute u plavu, ukazala je na oksidaciju acetata do CO» i

H»O.

3.2.9.5. Test tolerancije na etanol
Test tolerancije na etanol proveden je uzgojem SCOBY kulture kombuche u YPM hranjivoj
podlozi s razli¢itim koncentracijama EtOH (5; 10; 15 1 20 % (vol/vol) kao jedinog izvora

ugljika. Uzgoj je trajao 14 dana pri 28 °C inkubacijom u termostatu.

3.2.9.6. API testovi

API testovi (eng. Analytical Profile Index) su standardizirani komercijalni sustavi koji se
primjenjuju za identifikaciju velikog broja G*, G™ bakterija i kvasaca, a njihovom uporabom se
moze istodobno odrediti i nekoliko desetaka njihovih fizioloskih osobina. API testovi se sastoje
od plasti¢nih traka koje sadrZe niz malih epruveta (testova) ispunjenih odredenim dehidriranim
hranjivim podlogama. Uz plasti¢ne trake s epruvetama, dolazi i pripadajuci teku¢i medij od 2
ili 5 mL, u kojem se pripremaju suspenzije bakterija ili kvasaca. Pripremljena suspenzija se
zatim ukapa u niz epruveta na traci i na taj na€in se nacijepi hranjiva podloga. Trake se pokriju
plasticnim poklopcem 1 inkubiraju pri 28 °C (kvasci) tijekom 48-72 h ili 37 °C (bakterije)
tijekom 18-24 h u vlaznoj komori. Rezultati se o€itaju nakon inkubacije na osnovi boje
reakcije, jer neki testovi pokazuju promjenu boje zbog promjene pH vrijednosti podloge, a neki
od testova nakon dodatka reagensa za dokazivanje metabolic¢kih proizvoda. Svi o€itani rezultati
se prevode u numericki profil (kod), a identifikacija mikroorganizama na razini roda ili vrste

se provodi o¢itavanjem iz baze podataka (kodna knjiga) putem APIWEB™ aplikacije.

3.2.10. Odredivanje pH vrijednosti kombuche
Uzorcima je pH vrijednost mjerena svaki dan tijekom 14 dana fermentacije. Mjerenja su
provedena nakon pazljivog izuzimanja 5 mL uzorka pipetiranjem uz rub posuda, kako ne bi
doslo do ostecenja nanocelulozne pelikule koja pluta na povrSini uzorka. Mjerenja su

provedena pomoc¢u pH metra Hanna Industrial model HI 98103.
21



3.2.11. Odredivanje ukupnih kiselina
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 pH 7,0.
Ukupne kiseline = 100 « J(NaOH) - fANaOH) -V(podloge) [1]
gdje je:
V (NaOH) = utroseni volumen otopine 0,1 M NaOH (mL)
fINaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

Vuzorka = volumen uzorka (1 mL)

3.2.12. Odredivanje koncentracije octene kiseline
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 1 mL uzorka fermentiranog ¢aja, 20 mL vode 1
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) - fiNaOH) -V(podloge) * 6 [2]
gdje je:
V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
f(NaOH) = faktor 0,1 M NaOH (1,000)

Vuzorka = volumen uzorka (1 mL)

3.2.13. Odredivanje koncentracije glukonske kiseline
U Erlenmeyer tikvicu od 200 mL stavljeno je 25 mL uzorka i dodano nekoliko kapi
fenolftaleina. Ovako pripremljeni uzorak je titriran otopinom 0,1 M NaOH do prve pojave
ljubicaste boje. Masena koncentracija glukonske kiseline (g/L) izracunata je prema jednadzbi:
v (CsH1207) = (V(NaOH) + M(NaOH).- 1,97) / Vuzorka [3]
gdje je:
V(NaOH) = utroseni volumen 0,1 M NaOH (mL)
M(NaOH) = molaritet NaOH (0,1 M)

Vuzorka = volumen uzorka (mL)

3.2.14. Odredivanje etanola kemijskom metodom
Udjel etanola u fermentiranim uzorcima caja tijekom previranja Secera do etanola i

biooksidacije etanola do octene kiseline je odredivan kemijskom metodom koja se zasniva na
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oksidaciji alkohola s kalijevim bikromatom (K>Cr.O7) u kiselom okolisu.

Postupak:

U odmjernu tikvicu od 50 mL je stavljeno 5 mL uzorka caja koji je razrijeden s
demineraliziranom vodom do 50 mL (odnos ¢aja i vode je 1:10). Uzorak je prebacen u tikvicu
kruskastog oblika od 50 mL i neutraliziran s 0.1 M NaOH.

U Erlenmeyer tikvicu od 100 ml, u koju ¢e se hvatati destilat, stavljeno je 10 mL otopine
kalijevog bikromata i 5 ml koncentrirane H>SOs. Destilat se preko hladila i lule uvodi u otopinu
kalijevog bikromata u Erlenmeyer tikvicu od 100 mL, koja mora biti u rashladenoj vodi.
Destilacija mora biti polagana i postupna i trajala je dok se sadrzaj u tikvici za destilaciju nije
smanjio na priblizno 3 mL (za to vrijeme je alkohol predestilirao). Po zavrsetku destilacije lula
je isprana s nekoliko mlazova destilirane vode u istu Erlenmeyer tikvicu u koju je uzorak
predestiliran. Sadrzaj tikvice je promuckan, zacepljen gumenim Cepom i ostavljen stajati 5
minuta radi potpune oksidacije alkohola. Tijekom oksidacije alkohola utroSen je jedan dio
bikromata, dok je drugi dio ostao u suvisku. Zatim je sadrzaj kvantitativno prebacen u
Erlenmeyer tikvicu od 500 mL uz ispiranje, dodano mu je oko 200 mL destilirane vode radi
razrjedenja 1 10 mL 20%-tne otopine KI (radi odredivanja preostale koli¢ine kalijevog
bikromata) 1 ostavljeno zacepljeno 5 minuta. Nakon 5 minuta, uzorci su titrirani s 0,1 M
otopinom natrijevog tiosulfata (NaS»03), pri ¢emu dolazi do oksido-redukcije izmedu joda i
natrijevog tiosulfata, u kojoj se jod reducira, a tiosulfat oksidira. Kad je boja postala svjetlija,
dodano je 5 mL 1%-tne otopine Skroba i titrirano do pojave tirkizno-zelene boje.
Koncentracija (vol %) alkohola je izracunata prema jednadzbi:

alkohol (vol %) = (10 - %) 2 [4]

a =utroSak 0.1 M otopine Na;S>03 (mL)

3.2.15. Procis¢avanje i kvantitativno odredivanje prinosa bakterijske nanoceluloze
Nakon 14 dana fermentacije, plutajuci gelovi nanocelulozne biomase, koji su formirani na pov-
rSini hranjivih podloga, paZljivo su izvadeni iz staklenih posuda, oprani demineraliziranom
vodom i ostavljeni preko no¢i u 1 M NaOH na sobnoj temperaturi kako bi se uklonile stanice
mikroorganizama i sastojci podloga. Nakon toga su gelovi bakterijske nanoceluloze ispirani
demineraliziranom vodom sve dok pH vode za ispiranje nije dostigao poc¢etnu vrijednost vode
(Toda i sur., 1991). Oprani gelovi su uronjeni u 96 %-tni EtOH tijekom 2 sata, izvagani da bi
se izmjerila masa vlazne celulozne biomase te nakon toga stavljeni na suSenje u suhi sterilizator

pri 50 °C/4 sata. [zmjerena je masa celulozne biomase (g) prema sljedecoj formuli:
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Meb (9) = Mot — M

gdje je:

Mch = masa (vlazne/suhe) celulozne biomase (g)

Mpt = masa (vlazne/suhe) biomase na kraju fermentacije (g)
m; = masa inokuluma (g)

V = volumen hranjive podloge (L)

Prinos celulozne biomase (Ycb) izracunat je prema formuli:

(y vlazne biomase nakon fermentacije - y vlaznog inokuluma)

Yoo (Q/L) =

vy izvora C na pocetku fermentacije - V podloge

3.2.16. Statisti¢ke analize

[3]

[6]

Podaci su statisticki analizirani pomo¢u ANOVA testova pomocu softvera Origin 2022. Razlika

se smatra znacajno razlic¢itom pri p < 0,05.

24



4. REZULTATI | RASPRAVA

Kombucha je jedno od najpopularnijih fermentiranih tradicionalnih napitaka koji se konzumira
zbog unaprjedenja zdravlja. Potvrdeno je da se konzumacijom kombuche lijeCe ili umanjuju
simptomi bolesti poput artritisa, loSe probave, razliCitih tipova karcinoma, hepatotoksicnost 1
dr. (Bishop 1 sur.,, 2022). Fermentaciju kombuche provode simbiotiCki povezane vrste
osmofilnih kvasaca i bakterija octene kiseline, koje je, kao starter kulture, proglasio sigurnima
US Food and Drug Administration (CDC, 1996). Tijekom procesa fermentacije zasladene
infuzije Caja, disaharidi podlijezu hidrolizi do monosaharida pod utjecajem enzima i kiselina.
Uloga kvasaca tijekom fermentacije je da previru Secere do alkohola 1 CO,. Za razliku od
kvasaca, bakterije octene kiseline nastanjuju celulozni dio kombucha starter kulture. One imaju
vitalnu ulogu u procesu fermentacije zbog toga $to su odgovorne za stvaranje novog sloja

celulozne pelikule 1 metaboliziraju alkohol koji je kvasac proizveo, do organskih kiselina

(Jayabalan 1 sur., 2014).

4.1. BIOKEMIJSKE PROMIJENE I SINTEZA BNC

Jedan od najvaznijih parametara kojima se prati tijek i odreduje zavrsetak procesa fermentacije
kombuche je pH vrijednost infuzije caja. Nadalje, koncentracija vodikovih iona je ¢imbenik
koji moze aktivirati ili inhibirati rast, razmnoZavanje 1 metabolicku aktivnost mikrobiote
kombuche. Bakterije octene kiseline podnose aktivnu kiselost hranjive podloge u pH podrucju
od 3,6 do 6,3, a vrijednosti koje su niZze od 5,4 smanjuju brzinu njihovog razmnoZavanja.
Optimalna pH vrijednost za kvasce ovisi o vrsti 1 soju, no prosjecno se kre¢e u podrucju od 4,5
do 6,5 (Antolak 1 sur., 2012). Pocetni pH nakon inokulacije je bio 4,48. Tijekom analiziranog
procesa fermentacije, pH u kombucha napitku smanjio se za 1,15 jedinica. §to nije utjecalo na
smanjenje opce senzoricke kakvoce napitka (slika 8), jer je zadrzalo blago kiselo-slatki okus.
Izmjerene pH vrijednosti bile su usporedive s vrijednostima koje su zabiljezili Kallel i sur.
(2012). U njihovom istrazivanju na zasladenom caju, uoceno je smanjenje pH vrijednosti ¢aja
s 5,5 na 3,8 odmah nakon inokulacije kombuche u ¢aj.

Biotransformacijom zasladenog zelenog ¢aja tijekom fermentacije s kombuchom nastala je
celulozna pelikula (opna), odnosno BNC, koja se u tankom sloju oblikovala na povrSini
tekucine. Debljina sintetizirane pelikule na kraju fermentacije bila je 15,6 mm (slika 8). BNC
na povrsini odrzava CO» koji nastaje kao posljedica fermentativne aktivnosti kvasaca (Sievers

1 sur., 1995). Na povrsini te celulozne pelikule nalazi se veliki broj bakterija octene kiseline,
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striktnih aeroba, kojima je za rast i razmnozavanje nuzan atmosferski kisik, dok su s donje
strane nakupine kvasaca, koji pripadaju fakultativno anaerobnim mikroorganizmima (MalbasSa

isur., 2008).
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44 - - 15,0
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Slika 8. Kinetika promjene pH vrijednosti 1 sinteze BNC u kombucha zelenom cCaju tijekom 14

dana fermentacije

lako nije povezana samo s pH vrijedno$¢u, koncentracija ukupnih kiselina (kao funkcija
vremena fermentacije) je vazna znacajka metabolita (slika 9). Kako je fermentacija tekla,
koncentracija ukupnih kiselina povecavala se blago eksponencijalno, od 2. dana, kad je iznosila
5,1 g/ do 8, g/L na kraju fermentacije. Glavna organska kiselina u fermentiranom zelenom
¢aju bila je octena kiselina, ¢ija se koncentracija u svim uzorcima, ve¢ od pocetka fermentacije
povecavala (slika 9). Pocetna vrijednosti uzoraka (0,91 g/L) nakon inokulacije mati¢nim
kombucha fermentiranim zelenim ¢ajem koji je sadrzavao odredenu koncentraciju octene
kiseline, tako da je ve¢ u 2. danu fermentacije izmjerena vrijednosti octene kiseline bila 3,82
g/L. Nakon toga su vrijednosti pocele, prvo eksponencijalno (do 10. dana), pa linearno rasti
sve do kraja fermentacije, kada je izmjereno 7,91 g/L. Dobiveni rezultati su u suglasju s
rezultatima koje su objavili Kallel i sur. (2012), a koji su izmjerili 8,0 g L™! octene kiseline

nakon 14 dana fermentacije infuzije zelenog ¢aja. Glukonska kiselina je uz octenu kiselinu, u
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kombucha napitcima, druga glavna organska kiselina koja nastaje u ve¢im koncentracijama kao
posljedica metabolizma zdruzene kulture mikroorganizama. Kao §to je vidljivo na slici 9,
koncentracija glukonske kiseline tijekom fermentacije zelenog ¢aja linearno se povecavala do
kraja fermentacije, kada je izmjereno 1,6 g/ Koncentracija glukonske kiseline je izravno
povezana sa sintezom BNC jer se njenim nastajanjem snizava pH vrijednost hranjive podloge,
a to utjece na produktivnost sinteze BNC. Kako su masa ukupno sintetizirane BNC i nastajanje
glukonske kiseline jednake koli¢ini utroSene glukoze, povecanje koncentracije glukonske
kiseline odgovorno je za smanjenu produktivnost sinteze BNC (Chen i Liu, 2000).

Uz sposobnost sinteze relativno visokih koncentracija octene kiseline, bakterije octene kiseline
su pokazale i toleranciju na kiselost, koja je rijetka medu aerobnim homotrofima i
heterotrofima. Ovo im svojstvo omoguéava rast na hranjivoj podlozi koja ve¢ na pocetku
uzgoja ima pH vrijednost nizu od 4,5 (Malbasa 1 sur., 2008), a u ovom radu je pocetna pH

vrijednost uzoraka bila 4,48 (slika 8).
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Slika 9. Kinetika nastajanja octene 1 glukonske kiseline u kombucha zelenom cCaju tijekom 14

dana fermentacije

Etanol se u kombucha napitcima, kao nepozeljna supstancija u koncentraciji vecoj od 0,5
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(vol/vol), moze pojaviti u nekoliko slucaja: kada su prisutni aktivni kvasci i Seceri; kod
nepotpune fermentacije zaostalih Secera i etanola; kada se arome koje sadrze Secere dodaju
¢aju nakon faze fermentacije; ako se u gotovi proizvod ne dodaju konzervansi koji bi sprijecili
pojavu naknadne kvaSCeve aktivnost; te kad se ne provodi pasterizacija konacnog
fermentiranog proizvoda i time se omogucuje prezivljavanje kvasca (Murphy i sur., 2018).

Kombucha ¢aj je nefiltriran 1 sadrzi zive mikrobne kulture koja mogu ometati refrakciju svjetla,
te su mogucée pogreske pri mjerenju koncentracije alkohola metodama koje se oslanjaju na
koristenje refrakcijskih metoda. Iako je to normalno 1 o¢ekivano u ovom proizvodu, SCOBY
Cestice prisutne u napitku nisu umanjile pouzdanost metode primijenjene u ovom radu. Kao sto
se moglo i1 oCekivati, koncentracija EtOH je naglo rasla do 2. dana fermentacije (0,28 g/L), do
4. dana je blago povecana njena vrijednost (0,30 g/L), da bi nakon toga naglo linearno padala
do kraja fermentacije i na kraju iznosila manje od 0,01 g/L (slika 10). Takav proizvod apsolutno

moze zadovoljiti kriterij potpuno bezalkoholnog probiotickog napitka.
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Slika 10. Promjena koncentracije etanola u kombucha zelenom caju tijekom 14 dana

fermentacije
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Biosinteza BNC je precizan proces reguliran mnogobrojnim enzimima i regulatornim
proteinima (Tal i sur., 1998). Vezana je uz katabolicke reakcije i ne ometa anabolicke reakcije
u stanici, ukljucujuéi sintezu proteina. Sinteza BNC u stati¢nim uvjetima, kao $to je provedeno
u ovom radu, ovisi o opskrbi atmosferskim kisikom na povrsini, a prinos o koncentraciji izvora
ugljika. Produzenim vremenom uzgoja, povecava se prinos BNC, a sinteza doseze svoju
krajnju granicu kada pelikula pada na dno hranjive podloge, pri ¢emu bakterije octene kiseline
postaju inaktivne zbog nedovoljne opskrbe kisikom (Sheykhnazari i sur., 2011). Pra¢enjem
kinetike sinteze BNC tijekom 14 dana uzgoja, vidljivo je linearno povecanje debljine

sintetiziranr BNC. Prema dobivenim rezultatima, dodatkom 80 g/L. saharoze, prinos vlazne

BNC bio je 299 g/L (slika 10).

4.1. MIKROBIOTA KOMBUCHE

Uz vrlo malo iznimaka (npr. pivo), vecina fermentirane hrane i pica rezultat je djelovanja
zdruzene kulture kvasaca, bakterija i filamentoznih gljiva. Posljedi¢no, u taj su postupak
ukljucene slozene mikrobne interakcije (Fleet, 2006). Krajnji cilj je razumijevanje vrsta vaznih
za kakvocu proizvoda i ucinkovitost procesa te razvijanje operativnih parametara koji u

najvecoj mjeri utjecu na njihov pozitivan doprinos.

4.1.1. Izolacija i purifikacija mikroorganizama

Izolacija mikroorganizama iz SCOBY kulture provedena je nacjepljivanjem na razlicite
hranjive podloge. U prvom koraku je kultura (razrjedenje 10*) nacijepljena na PDA podlogu
za uzgoj kvasaca 1 plijesni, te GYPM podlogu za uzgoj bakterija. Petrijeve ploce su inkubirane
48 h pri 28 °C za uzgoj kvasaca 1 37 °C za uzgoj bakterija. Tri razli¢ite kolonije kvasaca (K1-
K3) su porasle na PDA podlozi i 4 kolonije bakterija (B1-B4) na GYPM podlozi. Morfoloska
identifikacija ovih kolonija je provedena uocavanjem morfoloskih karakteristika, a odnosile su

se na oblik, teksturu, boju, povrsinu, ispupenost i rubove kolonija (tablica 4).

Tablica 4. Morfoloske karakteristike SCOBY izoliranih kolonija

Kolonije | Oblik Tekstura | Boja Povrsina Ispupcenost | Rub

K1 okrugla naborana | crvena | sjajna ispupcena valovit
K2 okrugla glatka krem izrazito sjajna | glatka gladak
K3 okrugla glatka bijela sjajna ispupcena gladak
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B1 okrugla glatka bijela sjajna glatka gladak
B2 okrugla glatka krem izrazito sjajna | glatka gladak
B3 okrugla glatka Zuta mat glatka gladak
B4 okrugla glatka bijela sjajna glatka gladak

Daljnja izolacija pojedinacnih kultura provedena je nacjepljivanjem na razlicite selektivne
hranjive podloge, ovisno o tome koju se kulturu Zeljelo izolirati. Pojedine kulture kvasaca su i
dalje nacjepljivane na PDA hranjivu podlogu, dok su se za izolaciju pojedinih rodova bakterija

uporabljane selektivne hranjive podloge (tablica 2).

4.1.2. Morfoloska i mikroskopska karakterizacija kvasaca

Sastav kvasaca prisutnih u SCOBY kulturi je vrlo varijabilan, a neke od prevladavajuéih vrsta
su: Schizosaccharomyces pombe, Brettanomyces bruxellensis, Saccharomyces cerevisiae 1
Zygosaccharomyces rouxii (Villarreal-Sota et al., 2018). U novije vrijeme, spektar vrsta kvasca
u kombucha kulturi se povecao, te su potvrdeni rodovi Candida, Kloeckera/Hanseniaspora,
Torulaspora, Pichia, Brettanomyces/Dekkera, Saccharomycoides 1 Kluyveromyces (Villarreal-
Sota et al., 2018). U usporedbi s ranijim studijama ovaj popis identificira vise rodova kvasaca,
pokazujuéi varijabilnu prirodu SCOBY kultura.

U ovom radu su iz SCOBY kulture kombuche izolirana tri roda kvasaca: Rhodotorula,
Schizosaccharomyces 1 Candida (slike 11 - 13). Morfoloski su kolonije bile razliite, te su bile
lako uocljive, posebice kvasci roda Rhodotorula, Cije kolonije su specifi¢ne losos-crvene boje,

blago valovite na rubovima, ovisno o starosti kulture (slika 11A).

Slika 11. Kolonije kvasca Rhodotorula sp. (K1) na GYPM podlozi (A); mikroskopski prikaz,
bojanje po Gramu, povecanje 400 x (B)

30



Kolonije kvasca iz roda Schizosaccharomyces bile su krem boje, sjajne i glatke povrsine (slika
12A), a mikroskopiranjem i pregledom preparata na svjetlosnom mikroskopu, uoceno je

specifi¢no bipolarno dijeljenje (slika 12B).

Slika 12. Kolonije kvasca Schizosaccharomyces sp. (K2) na GYPM podlozi (A); mikroskopski
prikaz, bojanje po Gramu, povecanje 400 x (B)

Karakteristi¢ne kolonije kvasaca iz roda Candida su bile okrugle, ispupcene, bijele 1 sjajne
(slika 13A). Stanice su bile ovalnog oblika, te su primijecene stanice koje se dijele pupanjem
(slika 13B). Kvasci iz roda Candida ne pripadaju fermentativnim vrstama kvasaca, nego otpor-

nima na kiseline, te su prisutni u kasnijim fazama fermentacije kombuche ( Tran 1 sur., 2020).

&
¢

Slika 13. Kolonije kvasca Candida sp. (K3) na GYPM podlozi (A); mikroskopski prikaz, bo-

janje po Gramu, povecanje 400 x (B)
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4.1.3. Morfoloska i mikroskopska karakterizacija bakterija

Za fermentaciju kombucha napitka, osim kvasaca, nuzno je prisustvo bakterija octene kiseline.
Bakterije octene kiseline su skupina gram-negativnih ili gram-varijabilnih bakterija, obligatno
aerobnih, elipsoidnih do Stapicastih, nesporogenih i peritrihno ili polarno flageliranih
mikroorganizama koji pripadaju obitelji Acetobacteraceae. Stanice se pojavljuju pojedinacno,
u parovima ili lancima, a veli¢ine im variraju izmedu 0,4 i 1 pm Sirine i 0,8 1 4,5 um duljine
(Sengun i Karabiyikli, 2011).

Najvazniji rod bakterija za proizvodnju BNC tijekom fermentacije kombucha napitka je rod
Acetobacter. U ovom su radu, nacjepljivanjem na GYPM podlogu, izolirane bakterije tog roda,
te su morfoloski i mikroskopski identificirane. Kolonije bakterija Acetobacter sp. bile su sitne,
bijele, sjajne i glatke povrSine, s jasnim glatkim rubom (slika 14A). Na mikroskopskom prikazu

su uocljivi dugi, tanki Stapiéi, povezani u lance (slika 14B).

Slika 14. Kolonije bakterije Acetobacter sp. (B1) na GEM hranjivoj podlozi (A); mikroskopski
prikaz, bojanje po Gramu, povecanje 1000 x (B)

Primarne bakterije u kombucha kulturi su aerobne i mogu koristiti alkohol kao supstrat za
proizvodnju octene kiseline. Ova vrsta bakterija zahtijeva velike koli¢ine kisika za rast i
obavljanje metabolickih aktivnosti. Prethodna istrazivanja su pokazala da je glavni rod
bakterija prisutan u SCOBY kulturi Gluconacetobacter, koji je prisutan u >85% ukupne

bakterijske populacije za ve¢inu uzoraka (Jayabalan i sur., 2014).
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Na slici 15A prikazane su kolonije bakterija iz roda Gluconacetobacter izolirane iz SCOBY
kombucha kulture. Uzgoj je proveden na A/G selektivnoj hranjivoj ¢vrstoj podlozi, koja je spe-
cifi¢na za izolaciju i uzgoj bakterija iz rodova Acetobacter, Gluconobacter i Gluconacetobac-
ter. Morfoloski su kolonije bile okrugle, ispupcene 1 izrazito sjajne, s glatkim rubovima. Mik-
roskopski prikaz ukazao je na krace 1 deblje Stapice (slika 15B) od bakterija iz roda Acetobac-
ter, §to je sukladno literaturnim navodima (Gomes i sur., 2018).

A B

G o

Slika 15. Kolonije bakterije Gluconacetobacter sp. (B2) na NB hranjivoj podlozi (A); mikro-
skopski prikaz, bojanje po Gramu, povecanje 1000 x (B)

Potencijalna opasnost tijekom fermentacije kombuche je mogu¢nost kontaminacije patogenim
mikroorganizmima iz okruzenja, ¢emu je posebno izlozena kultura uzgojena u kuénim
uvjetima. Cinjenica je da se kombucha ne priprema u asepti¢nim uvjetima i da se SCOBY
prenosi iz jednog domacinstva u drugo, Sto objektivno povecéava rizik kontaminacije radne kul-
ture i napitka. Potencijalni kontaminanti kombuche su plijesni (od posebnog znacaja su
mikotoksigene plijesni rodova Penicillium i Aspergillus), patogene bakterije (npr. bakterije
fekalnog porijekla) i nefermentativni kvasci (Crum i sur., 2016).

Precjepljivanjem nepoznate zute kolonije s GYPM hranjive podloge na GEM hranjivu pod-
logu, izrasle su kolonije jasno Zute mat boje, okruglog, izdignutog, ali ne u potpunosti pravilnog
oblika (slika 16A). Nakon bojanja po Gramu, uoéeno je da kulturu bakterije ¢ine gram-nega-
tivni koki (slika 16B). Pretrazivanjem literature i kasnijom potvrdom testiranjem MALDI-TOF

analizom, potvrdeno je da nepoznate bakterije pripadaju vrsti Micrococcus luteus.
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Slika 16. Kolonije bakterije Micrococcus luteus (B3) na GEM hranjivoj podlozi (A); mikro-
skopski prikaz, bojanje po Gramu, povecanje 1000 x (B)

Mikrobna kontaminacija jedan je od vodecih uzroka kvarenja hrane, a do kontaminacije moze
do¢i u bilo kojem dijelu proizvodnog lanca. Bakterije iz roda Serratia su jedan od cescée izoli-
ranih uzroc¢nika kvarenja, a pripadaju porodici Enterobacteriacea (Cuamatzin-Garcia i sur.,
2022).

Kolonije izrasle na GEM hranjivoj podlozi su bile okrugle, sjajno-bijele i sitne, glatkog ruba
(Slika 17A). Mikroskopski su tanki, gram-varijabilni Stapici (slika 17B).

Slika 17. Kolonije bakterije Serratia sp. (B4) na WL hranjivoj podlozi (A); mikroskopski pri-
kaz, bojanje po Gramu, povecanje 1000 x (B)
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4.2. RAST I BIOKEMIJSKA IDENTIFIKACIJA MIKROBIOTE KOMBUCHE

Nakon morfoloSkih i mikroskopskih analiza, provedena su testiranja rasta i biokemijskih

svojstava rodova mikroorganizama izoliranih iz SCOBY kulture kombucha zelenog caja.

Rezultati su prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Rast i biokemijska svojstva kvasaca i bakterija izoliranih iz kombucha zelenog Caja

Rast i biokemijska svojstva K1 K2 K3 B1 B2 B3 B4
Gram priroda + + + - - + -+
Katalazni test - + + + + + +
Oksidazni test - - + - - - -
Indolni test - - - - - - -
Oksidacija EtOH do HAc - - - + + - -
Oksidacija EtOH do vode - - - - + - -
Test tolerancije na alkohol (v/v):

2 % EtOH + + + + + + +
YPM: 5 % EtOH + + + + + - -
YPM:10 %; 15 %; 20 % EtOH + + + - - - R
Rast na hranjivim podlogama:

HS + + + + + + +
PDA + + + - - + +
GYPM + + + _ _ _ n
GEM - - - + + + +
GYC - - - + + - -
GACE _ } _ n n - -
WL - - - + + + +
Carr - - - + + - _
Sinteza BNC - - - + + T _

(+) — pozitivna reakcija; (-) — negativna reakcija; (-/+) — varijabilna reakcija

Ucinkovitost bakterija octene kiseline izoliranih iz SCOBY kulture kombuche je ispitivana
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prema njihovoj sposobnost da proizvode kiselinu na GYC mediju, gdje su kolonije bile
okruzene jasnom halo zonom koja ukazuje na hidrolizu CaCO; kao rezultat proizvodnje

kiseline (slika 18).

Slika 18. Halo zone na GYC podlozi za uzgoj bakterija octene kiseline

Ovaj rezultat je potvrdio promjene boje Carr hranjive podloge koji sadrzi bromokrezol plavo
kao indikator. Rezultati su pokazali da je boja se promijenila iz plave u Zutu nakon 24 sata i
zatim ponovno u zelenu (unutar 48 h) §to pokazuje da je izolirane bakterije pripadaju rodu
Acetobacter (slika 19). Ovaj rezultat ovisio je o prethodnoj studiji koja je izvijestila da
sposobnost iz roda Acetobacter za oksidaciju acetata u COz i H>O koriSten je za njihovo

razlikovanje od bakterija roda Gluconobacter koje nemaju tu sposobnost (Carr, 1968).

Slika 19. Oksidacija EtOH do octene kiseline (Carr podloga)

Jedan od preliminarnih i najbrzih testova za identifikaciju G+, G- bakterija 1 kvasaca su API
testovi. U ovom radu su primijenjeni API 20 E test za odredivanje prisutnosti enterobakterija i
API 20C AUX za odredivanje kvasaca. Rezultati API testiranja prisutnosti bakterija i kvasaca

prikazani su u tablici 6.
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Tablica 6. Rezultati API testova

Test Potvrdene vrste

API20 E Serratia liquefaciens, S. marcescens, Proteus mirabilis, P. vulgaris

API 20C AUX Candida tropicalis, C. zeylanoides, Cryptococcus laurentii

4.2.1. ldentifikacija MALDI-TOF tehnikom
Identifikacijom izolirane kulture MALDI-TOF tehnikom otkriveno je da su izolirane bakterije
pripadale vrstama Micrococcus luteus, Pantoea agglomerans 1 Acinetobacter lowffii.
MAVLDI-TOF instrument usporeduje rezultate kolonija s referentnim spektrom pohranjenim u
biblioteci mikroorganizama. Ovisno o podudarnosti s referentnim spektrom instrument je
pokazao slijedece rezultate:
1. Micrococcus luteus 2.236 (+++)
2. Acinetobacter Iwoffii 1.95 (+)
3. Pantoea agglomerans 2.04 (+++)
Rezultat oznaceni jednim plusom (+) oznacavaju nepouzdanu identifikaciju. Do toga moze
do¢i uslijed uzimanja previse ili premalo uzorka za premazivanje na MALDI plocicu ili zbog
izostanka referentnog spektra u biblioteci mikroorganizama za uzorkovanu bakterijsku ko-
loniju.
Dobiveni rezultati nisu bili o¢ekivani jer identificirane vrste nisu, osim bakterija iz roda Aci-
netobacter, uobicajeni dio mikrobiote kombucha napitaka. Acinetobacter je Gram negativna,
polimorfna, striktno aerobna bakterija, rasprostranjena u prirodi kao saprofit ili predstavlja dio
fizioloSke flore covjeka (koza, disni putevi i genitalni trakt), pa je pretpostavka da je putem
koze postala dio mikrobiote. Pantoes agglomerans (prije Enterobacter agglomerans) je gram-
negativna, aerobna bakterija, izolirana iz biljnih izvora, pa je moguci izvor ove nepozeljne
bakterije bio zeleni ¢aj. Uz M. luteus, niti jedna od ove dvije vrste izoliranih bakterija nije
patogena za ljude, osim za one s imunokompromitiranim zdravstvenim statusom.
MALDI-TOF tehnika zahtijeva pripremu 24 h stare kulture mikroorganizama da bi se dobili
pouzdani rezultati. Uzgoj bakterija octene kiseline na hranjivim podlogama najcesce traje od 8
do 10 dana, pri ¢emu su prve kolonije vidljive tek oko 6. dana uzgoja. Time bi se moglo obja-
sniti kako su mikroskopski i morfoloski potvrdene prisutnosti bakterija iz roda Acetobacter i

Gluconacetobacter u SCOBY kulturi kombuche, a nisu identificirane MALDI-TOF tehnikom.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeci zakljucci:

1. Kombucha je napitak vrlo slozenog sastava i visoke nutritivne vrijednosti, nastao kao rezultat
fermentacije zasladenog zelenog Caja simbiotskom kulturom bakterija octene kiseline i
osmofilnih kvasaca (SCOBY). Fermentacija je provedena u staticnim uvjetima pri 25 °C,

dodatkom 80 g/L saharoze i 30 g/LL SCOBY kulture iz prijaSnjeg uzgoja.

2. Glavni proizvodi, nastali biotransformacijom zasecerenog zelenog ¢aja su bile octena (7,91
g/L) 1 glukonska (1,6 g/L) kiselina i zanemarivi udjel etanola (0,01 g/L), te bakterijska
nanoceluloza (299 g/L BNC), koja se u obliku tanke opne svakodnevno sintetizirala na povrSini

napitka.

3. Tijekom procesa fermentacije zabiljezen je pad pH vrijednosti i koncentracije etanola dok

se koncentracija octene 1 glukonske kiseline povecavala.

4. Mikrobiota simbiotske kulture bakterija 1 kvasaca (SCOBY) kombuche klju¢na je za
nutritivna 1 organolepticka svojstva gotovog proizvoda. Rodovi bakterija koji se izolirani iz
SCOBY kulture, te morfoloski 1 fizioloSki karakterizirani bili su Acetobacter,
Gluconacetobacter, Micrococcus 1 Serratia, dok su Rhodotorula, Schizosaccharomyces 1

Candida glavni izolirani rodovi kvasaca.

5. Priroda SCOBY kulture je dosta varijabilna te ovisi o geografskom poloZaju, klimi, lokalnoj
vrsti kvasaca i1 bakterija, te koriStenom inokulumu. U novije vrijeme zabiljezen je sve veéi broj

vrsta kvasaca 1 bakterija uklju¢enih u mikrobiotu SCOBY kulture.

6. Poznavanje aktivnosti pojedinih mikroorganizama tijekom procesa fermentacije i njihovih
metabolickih uloga, klju¢no je za proizvodnju kombuche pozeljnih organoleptickih svojstava.
Prisutnost 1/ili dominacija odredenih mikroorganizama tijekom prirodnih kombucha

fermentacija ne znaci da su oni najoptimalniji mikroorganizmi za Zeljeni krajnji proizvod.
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Izjava o izvornosti

Ja izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat

mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih koji suu

njemu navedeni.

Vlastorucni potpis
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