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Rezime

Kombucha se odlikuje bogatim kemijskim sadrzajem i zdravim svojstvima. Sadrzi
organske kiseline, minerale i vitamine koji poticu uglavnom iz ¢aja, aminokiseline i
bioloski aktivna jedinjenja - posebno polifenole, koji utjeu na antioksidativnu
aktivnost.

Cilj rada je bio ispitivanje sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti proizvedenih
fermentiranih mlije¢nih napitaka upotrebom cajne gljive Kombucha kao
netradicionalne starter kulture i inokuluma, koji su dobiveni nacjepljivanjem gljive na
crnom ¢aju i mlijeku, u ovisnosti o koriStenoj starter kulturi i zasladivacu.

Kao izvor ugljika koristena su dva zasladivaca, saharoza i med. Proizveden je i uzorak
sa liofiziranom kulturom Lyofast Y 452 E. Eksperiment je pokazao da se ¢ajna gljiva
moze uspjesno koristiti za proizvodnju fermentiranih mlije¢nih napitaka i da se dobro
razvija i na mlijeku. Sadrzaj ukupnih fenola se kretao u intervalu od 24,48 do 75,08 mg
GAKI/L. Antioksidativni kapacitet kombucha fermentiranog mlijeCnog napitka je
odreden sa ABTS™ metodom i DPPH. Rezultati antioksidativnog kapaciteta odredenog
ABTS* metodom kretali su se u intervalu od 16,29 do 104,58 ICs, a DPPH metodom
od 110,22 do 251,56 ICso, i dobar su pokazatelj bioloske vrijednosti napitka.

Kljuéne rijeci: fermentirani mlijecni napitak, cajna gljiva Kombucha, fenoli,
antioksidativni kapacitet.
uvoD

Kombucha se u literaturi ¢esto naziva ¢ajnom gljivom (Mo i sur., 2008), ali je
zapravo simbiotska asocijacija bakterija octene kiseline (BOK) rodova Acetobacter i
Gluconobacter, bakterija mlije¢ne kiseline rodova Lactobacillus i autohtonih vrsta
kvasaca rodova Saccharomyces, Torulaspora, Zygosaccharomyces, Saccharomycodes,
Candida, Kloeckera/Hanseniaspora, Pichia, Brettanomyces/Dekkera (Sievers i sur.,
1995; Yamada i sur., 1997; Chen i Liu, 2000; Wu i sur., 2004; Dutta i
Gachhui, 2006; Trovatti i sur., 2011; Zhang i sur., 2011; EI-Salam, 2012;
Marsh i sur., 2014; De Filippis i sur., 2018). Kao podloga za fermentaciju ¢ajne
gljive najéeSce se koriste crni ili zeleni ¢aj, koji se zasladi sa saharozom (5-10% (w/v)),
ohladi i inokulira sa inokulumom iz prethodne serije (10-20% u odnosu na ukupan
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volumen). Fermentacija se odvija na sobnoj temperaturi (20°C) na tamnom mjestu
(Teoh i sur., 2004; Malbasa i sur., 2011; Jayabalan i sur., 2014). Osim ¢aja, i
mlijeko moze posluziti kao supstrat za fermentaciju (Lonéar i sur., 2001;
Milanovi¢ 1 sur., 2002; Durakovi¢ 1 sur., 2008; Malbasa 1 sur., 2008;
Malbasga i sur., 2009a,b). Fermentirani mlije¢ni proizvodi obuhvataju veliku grupu
proizvoda koji se medusobno razlikuju prema vrsti, tipu fermentacije, sadrzaju mlije¢ne
masti, konzistenciji, vrsti dodataka i dr. (Cari¢, 1997; Tamime i Robinson,
2004). Svaka vrsta fermentiranog mlijeka ukljucuje specificne mikroorganizme,
optimalne uvjete rasta starter kulture (mezofilne i termofilne), kao i odredenu vrstu i
kvalitetu mlijeka od kojeg su dobijeni (Surono i Hosono, 2011). Upotreba kombuche
kao nekonvencionalne starter kulture u tehnologiji fermentiranih mlije¢nih proizvoda je
ispitivana sa aspekta utjecaja vrste Caja, temperature fermentacije, koncentracije i vrste
inokuluma, utjecaja sadrzaja mlije¢ne masti i dr. (Kanuri¢ i sur., 2011; Vitas i
sur., 2013; Villarreal-Soto i sur., 2018; Vitas i sur., 2021; Ili¢i¢ i sur.,
2021; Kruck i sur., 2021). Fermentacija mlijeka kombuchom traje znatno duze
nego pri proizvodnji klasicnog jogurta kao posljedica specificnog mikrobioloskog
sastava inokuluma i slozenog sastava mlijeka (Milanovi¢ i sur., 2002; Malbasa i
sur., 2009a).

Veliki broj studija su potvrdile da ishrana bogata antioksidansima doprinosi poboljsanju
zastite ljudskog organizma od prekomjerne proizvodnje i negativnog djelovanja
slobodnih radikala (Ozyurt, 2020), te na taj na¢in smanjuje rizik od mnogih bolesti,
ukljuéujuci odredene vrste raka, kardiovaskularne poremecaje i dr. (Chandan i Shah,
2006; Jayabalan i sur., 2008; Jiménez i sur.,, 2008; Cossu i sur., 2009;
Jayabalan i sur., 2014; Najgebauer-Lejko i Sady, 2015). Primije¢eno je da
kombucha ¢aj ima vecu 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., 2011). Rezultati istraZivanja pokazuju da uvjeti prerade imaju znacajno veéi
utjecaj na vrijednosti antioksidativnog djelovanja na DPPH i hidroksil radikale kao i na
vitamin C u krajnjim proizvodima, zbog dobre metabolicke aktivnosti mikroorganizama
u napitku (Malbasa i sur., 2009b).

Cilj rada je bio ispitivanje sadrzaja polifenola i antioksidativne aktivnosti proizvedenih
fermentiranih mlijecnih napitaka upotrebom cajne gljive Kombucha kao
netradicionalne starter kulture i inokuluma, koji su dobiveni nacjepljivanjem gljive na
crnom ¢aju i mlijeku, u ovisnosti o koristenoj starter kulturi i zasladivacu.

MATERIJALI | METODE

Za proces fermentacije je koristena kultura kombuche koja je uzgajana na crnom caju.
Caj je pripremljen tako $to je 8 g ¢aja dodato u 2 L vode temperature 95°C. Nakon 5
minuta, ¢aj je filtriran, ohladen na sobnu temperaturu i podijeljen u 2 jednaka dijela. U
jedan dio je dodato 70 g/L SeCera (saharoze), a u drugi dio 61,25 g/L livadskog meda,
te dobro izmijesani. U oba dijela je dodato po 10 vol % startera (fermentiranog ¢aja) i
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gljiva (tablica 1). Posude za fermentaciju su pokrivene tankom pamuénom tkaninom.
Fermentacija je provedena na tamnom mjestu (7 dana/25°C) do formiranja novog
biofilma kulture kombuche koji se kasnije odvojio. Nakon formiranja dovoljnog broja
kombucha gljiva pristupilo se procesu fermentacije mlijeka.

Tablica 1. Uzorci fermentiranog mlijecnog napitka
Table 1. Sample of fermented milk drink

Udio kombucha
Oznake | Udio inokuluma fermentiranog
uzoraka| netradicionalnog Starter Zasladiva¢ |mlije¢nog napitka kao

startera (%) kultura inokuluma (%)

kbl kb2
kbl 10 - saharoza - -
kb2 10 - med - -
kb3 - - - 10 -
kb4 - - - - 10
kb - Lyofast Y - - -

452

Za proizvodnju fermentiranog mlije¢nog napitka koristeno je UHT mlijeko sa 2,8%
m.m. proizvodaca “Meggle” koje je nacijepljeno sa 10% inokuluma netradicionalne
starter kulture u odnosu na ukupnu koli¢inu mlijeka (kb1 i kb2) i nacijepljenog mlijeka
(kb3 i kb4) sa 10% kombucha napitka.

Fermentirani mlijecni napitak kb proizveden je pomocu liofizirane (FD-DVS, Frozen
dried Direct Vat Set) kulture (proizvodaca Sacco Clerici, Italija) Lyofast Y 452 E (u
sastavu: Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus i Streptococcus thermophilus), uz
postivanje svih parametara proizvodaca kulture.

Fermentacija uzoraka nacijepljenog mlijeka je provedena, uz ponavljanje tri puta, u
vodenoj kupelji na 34°C, uz pra¢enje pH vrijednosti do 4,6. Potom su uzorci hladeni u
ledenoj vodi, pakirani u sterilnu staklenu ambalazu i skladiSteni na temperaturi +4°C.

Odredivanje ukupnih fenola

U postupku odredivanja ukupnih fenola koristena je Folin-Ciocalteu-ova
modifikovana metoda (Ozyurt, 2020).

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 2,5 mL F.C. reagensa (10x razrijeden
destiliranom vodom), 2 mL 7,5%-tnog natrijeva karbonata i 0,5 mL uzorka
fermentiranog mlijecnog napitka (10x razrijeden otapalom). Uzorci se promijesaju,
zagriju u vodenoj kupelji 15 minuta pri temperaturi 45°C, te mjeri apsorbancija pri
valnoj duljini 765 nm.
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Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto uzorka fermentiranog mlije¢nog
napitka uzima otapalo za ekstrakciju.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesu koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm.

Odredivanje antioksidativnog kapaciteta

Za odredivanje antioksidativnih svojstava fermentiranih napitaka, koristene su dvije
razli¢ite metode: DPPH (DPPH: Sigma-Aldrich. Inc. ST. Louise) i ABTS (ABTS: 2,2'-
azinobis(3-etilbenztiazolin-sulfonska kiselina, Sigma-Aldrich CH-9471 Buchs,
Germany)) metode kao sptektrofotometrijske metode.

Antoksidativna aktivnost sa DPPH metodom

Antioksidativna aktivnost (DPPH) je odredena prema modifikovanoj  metodi
(Zivkovié i sur. (2009)). Kod DPPH testa, uklanjanje DPPH radikala je praceno
smanjenjem apsorbancije pri 515 nm, do koje dolazi zbog smanjenja koliCine
antioksidansa ili reakcije sa radikalima (Brand-Williams i sur., 1995).

Postupak: otpipetira se 0,2 mL uzorka, 2 mL metanola i 1 mL otopine DPPH, dobro
promijesa i reakcijska smjesa se ostavi mirovati 15 minuta. Nakon toga mijeri se
apsorbancija pri 517 nm. Za slijepu probu umjesto uzorka koriSten je metanol.
Antioksidativna aktivnost je izracunata iz kalibracijske krive.

Antoksidativna aktivnost sa ABTS metodom
ABTS metodom prati se raspadanje radikala ABTS * koji nastaje oksidacijom 2,2"-
azinobis (3-etilbenzotiazilin-6-sulfonat) djelovanjem fenolnih tvari. U odsustvu
fenolnih tvari, ABTS " je relativno stabilan, ali brzo reaguje u prisustvu.
Koristi se za odredivanje sposobnosti flavonoida i fenola da uklanjaju slobodne
radikale. Osjetljivija je od DPPH metode. Primjenjuje se kod razlicitih pH u organskim
i vodenim otopinama.
ABTS reagens se priprema od dva rastvora:

- 7mM 2,2°-Azino-bis (3-ethyl benzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium

salt

- 2,4 mM Kalijpersulfat
Oba rastvora se prave sa destilovanom vodom.
Radni rastvor se priprema mijeSanjem jednakih zapremina ova dva rastvora. Nakon §to
se rastvori pomijes$aju ostavi se na tamnom mjestu 16 sati. Dobiveni radni rastvor je
tamnozelene boje .
Zbog intenziteta boje potrebno ga je razblaziti tako da njegova absorbanca mjerena na
734 nm bude oko 0,7 do 0,9.
Postupak: pomijesa se 5 ml uzorka i 5 ml metanola i centrifugira se. Za analizu se koristi
neonatant, prave se razli¢ite koncentracije. Volumen uzorka je od 0,1 ml do 0,5 ml a
dopunjava se sa metanolom do 3 ml. Na svaki od ovih pripremljenih rastvora doda se
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0,1 ml ABTS reagensa (kontrolnog), dobro se promucka i ostavi na tamnom mjestu 6
minuta. Nakon toga se ocitava absorbanca na talasnoj duzini 734 nm.

Statisticka analiza

Korelacija i analiza varijance su uradene upotrebom SPSS softvera (verzija 22). Svi
eksperimentalni rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti s odgovarajué¢im
standardnim devijacijama. Dunnett test je koriSten za procjenu statistiCke znacajnosti
izmedu grupa (p<0,05).

REZULTATI | DISKUSIJA

Rezultati sadrzaja ukupnih fenola u uzorcima fermentiranog mlijeCnog napitka
prikazani su na dijagramu 1. Na dijagramima 2 i 3 su prikazani rezultati antioksidativne
aktivnosti izrazene kao aktivnost na ABTS'™ radikale i antioksidativne aktivnosti
izrazene kao sposobnost hvatanja DPPH slobodnih radikala uzoraka fermentiranih
kombucha mlije¢nih napitaka. Analiza varijance je pokazala da postoji statisticki

znacajna razlika izmedu grupa (p<0,05) za ukupne fenole i antioksidativni kapacitet
(DPPH i ABTS metoda).

Polifenoli su jedna od najbrojnijih i najprisutnijih spojeva biljnih metabolita u ljudskoj
ishrani. Zadnjih godina interes za njima je znatno porastao zahvaljuju¢i njihovoj
antioksidativnoj aktivnosti, odnosno sposobnosti neutraliziranja (zasi¢enja) slobodnih
radikala (Bravo, 1998). Polifenoli pokazuju i znacajnu zastitu od oksidativnog stresa
in vitro (Weichselbaum i Buttriss, 2010).

kb kbl kb4

kb2 kb3
Uzorci

N W b O O N
O O O O o o o
1 1 1 1 1 1 )

Ukupni fenoli (mgGAK/L)
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o
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o

Dijagram 1. Sadrzaj fenola u uzorcima fermentiranih kombucha mlije¢nih napitaka
Diagram 1. Phenol content in samples of fermented kombucha milk drinks

149



Tijana Brcina, Milica Vilusi¢, Melisa Zahirovi¢, Dijana Milicevi¢

Dunnett-ov test je pokazao da postoji statisticki znacajna razlika u sadrzaju fenola
izmedu i anktioksidativne aktivnosti (ABTS i DPPH metoda) kontrolnog uzorka Kb i
uzoraka kod kojih se korsitila kombucha kao netradicionlani starter (Kb1, Kb2, Kb3 i
Kb4).

Kod uzorka Kb2 je koristen med kao zasladivac, od kojeg i potjece veéi sadrzaj fenola
sa utvrdenom koncentracijom od 50,21 mg/L. Med posjeduje snazno antioksidativno
djelovanie, jer je bogat izvor fitokemikalija poput flavonoida i fenola. Antioksidativni
kapacitet je mjera kojom se pokazuje sposobnost reduciranja i zaustavljanja Stetnih
oksidativnih reakcija, kako u hrani, tako i u organizmu. Za antioksidativna svojstva
meda su uglavnom odgovorni fenolni spojevi (Al-Mamary i sur, 2002; Kesi¢ i
sur., 2009). Antioksidativne tvari meda veZu metalne ione u komplekse i time
sprjeCavaju katalizu reakcija prilikom kojih nastaju slobodni radikali. Veliki dio
protuupalnog djelovanja meda je sadrzan u antioksidativnom djelovanju, ali i kad ne
djeluje direktno na upalu, antioksidativni sastojci meda pronalaze postojece slobodne
radikale u tijelu, hvataju ih i time smanjuju koli¢inu Stetnog uéinka (Manyi-Loh i
sur.,2011). Antioksidativna aktivnost, odnosno sposobnost hvatanja jedinica
slobodnih radikala vodenih ekstrakata fermentiranih mlije¢nih napitaka, ispitana je na
ABTS" i DPPH radikale. Obje analize ukazuju na mogucnost supstrata da donira
elektrone ili H atome u reakcijama slobodnih radikala. Sposobnost kombucha ¢ajnog
napitka kao hvataca razli¢itih slobodnih (hidroksi, superoksid anion, itd.) radikala
pripisuje se polifenolnim spojevima, vitaminu C i vitaminima grupe B prisutnim u
inokulumu (Jayabalan i sur., 2008).

Razlika dobivena u rezultatima antioksidativne aktivnosti lezi u Cinjenici da su
primijenjene razli¢ite metode kod kojih se za odredivanje antoksidativne aktivnosti
koriste razliCiti slobodni radikali te dolazi do drugacijih reakcija izmedu slobodnih
radikala i antioksidanasa u uzorcima, $to ovisi o strukturi fenolnih tvari (Singleton i
Rossi, 1965). Rezultati istrazivanja pokazuju da uzorci koji su imali manji sadrzaj
polifenola u datim uzorcima fermentiranog mlijeCnog napitka imali su viSe vrijednosti
antioksidativne aktivnosti mjerene ABTS i DPPH metodom.

Rezultati dobiveni DPPH metodom izrazeni su kao ICso (Mmg/L), tj. kao koncentracija
potrebna za 50%-tno smanjenje pocetne vrijednosti DPPH. To znaéi da je
antioksidativni kapacitet veéi §to je manja vrijednost 1Cso analiziranog uzorka. Cajna
gljiva kombucha povecava sposobnost fermentiranog mlije¢nog napitka da stabilizira
DPPH radikale tijekom skladiStenja najveéim dijelom zahvaljujué¢i sopstvenom
antioksidativnhom kapacitetu (Jayabalan i sur., 2008; Vitas i sur., 2013).
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Dijagram 2. Antioksidativni kapacitet uzoraka fermentiranih kombucha mlije¢nih
napitaka mjeren po ABTS*
Diagram 2. Antioxidant activity expressed as ability to capture ABTS*
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Dijagram 3. Antioksidativni kapacitet uzoraka fermentiranih kombucha mlije¢nih
napitaka mjeren po DPPH
Diagram 3. Antioxidant activity expressed as ability to capture DPPH free radicals

Najvecu vrijednost antioksidativne aktivnosti nakon proizvodnje pokazali su uzorci
fermentiranog kombucha mlije¢nog napitka sa saharozom kao zasladivacem (Kbl), a
potom slijedi uzorak Kb sa starter kulturom Lyofast Y 452E.
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Dobijeni rezultati ukazuju na vecu aktivnost na DPPH nego na ABTS slobodne radikale
i to kod svih uzoraka.

Opcenito, dobijeni rezultati antioksidativne aktivnosti fermentiranih mlije¢nih napitaka
mjerene ABTS+ i DPPH metodom ukazuju na znacajan utjecaj koriStenog zasladivaca
u procesu fermentacije mlijecnog napitka. Antioksidativni kapacitet je veci $to je manja
vrijednost ICsp analiziranog uzorka i ve¢i sadrzaj ukupnih fenola. Uzorak koji je imao
najmanju sposobnost gasenja slobodnih radikala, a najveci antioksidativni potencijal je
Kb4 koji je ujedno i imao najveci sadrzaj ukupih fenola. Analiziraju¢i Pearsonov
koeficijent korelacije uocena je veoma visoka negativna korelacija izmedu sadrzaja
ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta odreden ABTS* metodom (r=-0,981;
p<0,01) i visoka negativna koreacija sa antioksidativnim kapacitetom odreden DPPH
metodom (r=-0,834; p<0,05).

ZAKLJUCAK

Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da su uzorci fermentiranog kombucha
napitka imali visok sadrzaj ukupnih fenola, osobito uzorci inokulirani sa 10%
inokuluma koji je dobiven fermentacijom mlijeka sa kombucha gljivom. Uzorci
fermentiranog mlijecnog napitka zasladeni sa medom imali su statisticki znacajno
najve¢i sadrzaj fenola i antioskidativni kapacitet u odnosu na ostale uzorke.
Kombinacija meda i kombucha gljive su povecali antioksidativno djelovanje
fermentiranih mlije¢nih napitaka. Uzorak sa najve¢im sadrzajem fenola Kb4 je ujedno
imao 1 najvec¢i antiokidativni kapacitet bez obzira na koristenu metodu. Statisticka
obrada podataka je pokazala da postoji statisticki signifikantna razlika izmedu uzoraka
i u sadrZaju ukupnih fenola i antioksidativnog kapaciteta, u ovisnosti o upotrebljenom
inokulumu i zasladivacu.
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ANTIOXIDANT ACTIVITY OF KOMBUCHA FERMENTED MILK DRINK
Summary

The study aimed to produce a fermented milk beverage using Kombucha tea fungus as
a non-traditional starter culture and inoculum, which were obtained by inoculating the
fungus on black tea and milk. Two sweeteners, sucrose, and honey, were used as the
carbon source. A control sample with lyophilized culture Lyofast Y 452 E was also
produced. The study included testing the content of total phenols and antioxidant
capacity depending on the starter culture and sweetener used. The experiment showed
that tea fungus can be successfully used for the production of fermented milk beverages.
The content of total phenols ranged from 24.48 to 75.08 mg GAK / L. The antioxidant
capacity of kombucha fermented milk beverage was determined with ABTS + method
and DPPH. The results of antioxidant capacity determined by the ABTS + method
ranged from 16.29 to 104.58 IC50, and the DPPH method from 110.22 to 251.56 1C50,
and are a good indicator of the biological value of the beverage.

Key words: fermented milk drink, tea mushroom Kombucha, phenols, antioxidant
capacity.
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