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Wstep

Kombucha (kombucza) jest symbiotycznym konsorcjum bakterii z rodzaju Acetobacter i
drozdzy gtéwnie z rodzajéw Zygosaccharomyces i Saccharomyces. Sktad mikroorganizméw moze

sie rozni¢ ze wzgledu na rdznice geograficzne, klimatyczne i kulturowe, jak réwniez réznorodnosc
lokalnych gatunkéw dzikich drozdzy i bakterii . Mikroorganizmy te wzrastajg na ptynnej pozywce
otrzymanej z herbat czarnej, mat lub zielonej uzupetnionej przez irédto wegla. Brzeczka
fermentacyjna nazywana "herbacianym grzybem" pochodzi z pétnocno-wschodniej czesci Chin
(Mandzuria). Napdj ten wprowadzono do Europy na przetomie biezgcego wieku. Mikroorganizmy
wystepujace w napoju produkujg rézne metabolity. Jest wiec on bogaty w kwasy organiczne oraz
aminokwasy, zwtaszcza lizyne, witaminy, antyoksydanty , enzymy i istotne mikroelementy ( Na, K, Ca
, Cu, Fe, Mn, Nii Zn ). Duze efekty zdrowotne metabolitéw kombuchy spowodowaty wzrost
zainteresowania tym napojem. Najwieksze wtasciwosci prozdrowotne kombuchy to zdolno$é do
detoksykacji i energetyzowania organizmu, poprawa trawienia oraz wzmocnienie systemu
immunologicznego Kombucha jest znana od wiekéw, ale zainteresowanie tym napojem ze strony
naukowej wzrosto na poczatku ubiegtego wieku. W wyniku przeprowadzonych badan potwierdzono
pozytywne oddziatywanie kombuchy na uktad endokrynologiczny, immunologiczny, krazenia,
przewodu pokarmowego i urologiczny. w latach 60-tych ubiegtego  wieku
zainteresowanie tym napojem spadto prawdopodobnie z powodu szerokiej ekspansji lekéw
syntetycznych. Obecnie obserwuje sie renesans kombuchy jako konsekwencja powrotu do
naturalnych produktéw leczniczych, jak réwniez w wyniku prowadzonej dziatalnosci badawczej
dotyczacej tych produktow. Najnowsze dobrze udokumentowane badania naukowe wskazujg na
przeciwbakteryjne, przeciwutleniajgce i antyproliferacyjne dziatanie kombuchy, poprawe po
peroksydacji lipidow, stresie oksydacyjnym i cytotoksycznosci spowodowanej substancjami
zanieczyszczajgcymi Srodowisko, ponadto przeciwdziata otytosci, hypocholesterolemii wptywa na
gojenie  wrzodziejgcych ran  posiada  dziatanie  ochronne przed chromosomowymi
aberracjami indukowanymi przez promieniowanie gamma, chroni watrobe przed stresem
oksydacyjnym poprzez hamowanie apoptozy zaleznej od mitochondriow.
Wzrasta tez zainteresowanie tym produktem w medycynie weterynaryjnej. Jak juz wspomniano
prozdrowotne wtasciwosci kombuchy zapewniajg mikroorganizmy w niej wystepujace, ktére nalezg
do probiotykdw, i ostatnio sg réwniez obiektem intensywnych badan.

Celem niniejszych badan byto wytwarzanie napojow ekologicznych na bazie napoju orzezwiajgcego z
zielonej herbaty zwanego kombuchg z nowym statym sktadnikiem w postaci szyszek chmielu
ekologicznego. Dodatkiem do tego napoju byty owoce i warzywa pochodzgce z produkcji
ekologicznej takie jak zurawina, malina, pigwa oraz natka zielonej pietruszki. Uzyskane produkty
oceniano pod katem wtasciwosci prozdrowotnych.

Omowienie przebiegu badan.

Analiza mikrobiologiczna kombuchy.

Napoje stanovdce materiat badawczy zostaty wyprodukowane w goapsidie ekologicznym Sylwii

Papk w Jastkowie k/ Lublina. Badano napoje wyprodukogva czerwcu i w palzierniku bigacego



roku .Zawieraly one 10 g herbaty zielonej, 10ysgek chmielu, 100 g cukru oraz litr wody. Napoje

byly przewiezione do Katedry Biotechnolodfiywienia Cztowieka i Towaroznawstwawnosci UP

w Lublinie.

e Uzyte dodatki i numeracja préb

Podstawowy sktad napoju: herbata zielona 10 g, szyszki chmielu 10 g, cukier 100 g, woda
1000 cm?® BEZ PASTERYZACII, PASTERYZACIA

Natka Zurawina Malina Pigwa Préba
zerowa bez
Swieza | Sucha | Swieza | Sucha | Swieza | Sucha | Swieze | Sucha | godatkéw
[30glg | [10g] | [10g] | [3g] | [10g] | [5g] | [10g] | [58] | owocowych
Magnhum
Suchy 01 03 05 07 09 11 13 15 17
(58]
Marynka
(10g] Suchy 02 04 06 08 10 12 14 16 18

* Odmiany i formy chmielu

Podstawowy sktad napoju: herbata zielona 10 g, szyszki chmielu 10 g, cukier 100 g, woda
1000 cm® BEZ PASTERYZACII

Magnum [5g] Marynka[10g]
liofilizat 19 20
suchy 17 18
sSwiezy 21 22

Bezparednio po przywiezieniu poddano analizie mikrobgtznej zarbwno ptyn, jak i konglomerat

drobnoustrojow zwanych ,grzybem herbacianym”. @tée odwaono 10 g ,grzyba” do kolb z 90

ml ptynu fizjologicznego i wytrgsano przez 10 min. Po odstaniu przygotowywano iziekrotne

rozcieaczenia zawiesin wygiowych. Takie rozcigczenia przygotowano réwniedla ptyndéw z

napoju. Proby poddawano ngstjacym oznaczeniom mikrobiologicznym zgodnie z PN-908052

stosujc podiaza firmy BTL.:

* 0go6lna liczba bakterii mezofilnych w 1 g na agasdegywczym M;




» liczba dradzy i plesni w 1 g na agarze z glukgzekstraktem dradzowym i chloramfenikolem;
Przeprowadzono identyfikacjodzajove drozdzy w oparciu o obserwagmakroskopow kolonii
wyrostych na agarze brzeczkowym (wydyl ksztatt, wielké¢, zabarwienie, struktar i
mikroskopows obserwagj specyficznych cech morfologicznych ( ksztatt, wesE, rodzaj
rozmnaania, wytwarzanie pseudogrzybni). Wyniki z obsefjiwgmrownywano z danymi
literaturowymi.

» liczba bakterii kwasrych typu mlekowego w 1 g na agarze MRS;

» obecné¢ bakterii octowych w 1 g owocdw na brzeczce z dkidat etanolu i kwasu octowego;

* najbardziej prawdopodobna liczba bakterii z graply na podtau zz6fcia i zieleni brylantow;

» obecnéciliczbaB. cereusw 1 g na agarze Mossela, w razie konieéentesty potwierdzajce

e obecné¢ i liczba gronkowcOwS. aureus w 1 g — oznaczenie prowadzono na pedid@aird-
Parkera zgodnie z PN-93/A-86034/13, w razie komegz obecné¢ gronkowca potwierdzano
testem na wytwarzanie koagulazy wolnej (Bactidemagililase firmy Merck).

Wszystkie oznaczenia (za vagiem metody NPL) wykonywano w trzech powtérzeniach

wyliczanosrednie arytmetyczne z otrzymanych wynikow.

Z uwagi na fakt,ze badane napoje mialy niskie pH wyngsz ok. 3, nie byly oznaczane

drobnoustroje takie jaBalmonella spp , Listeria spp, i Proteus, gdyz nie rosim one w tak kwénym

srodowisku (tab. 1).

Tab. 1 Wartosci jonéw pH dla poszczegdlnych préb napoju kombuchy.

| sktad napoju Wartosci pH

1 Natka swieza 30 g, chmiel Magnum 5 g, cukier 100 g 3,52
2. | Natka swieza 30 g chmiel Marynka 10 g, cukier 100 g 3,59
3. | Natka sucha 10 g, chmiel Magnum 5 g, cukier 100 g 3,53
4. | Natka sucha 10 g, chmiel Marynka 10 g, cukier 100 g 3,30
5. Zurawina $wieza 10 g, chmiel Magnum 5 g, cukier 100 g 3,33
6. | Zurawina $wieza 10g,chmiel Marynka 5g,cukier 100g 3,41
7. | Zurawina sucha 30g,chmiel Magnum 5g,cukier 100g 3,51
8. | Zurawina sucha 3g,chmiel Marynka 10g,cukier 100g 3,45
9. Malina swieza 10g,chmiel Magnum 5g,cukier 100g 3,47
10. | Malina $wieza 10g,chmiel Marynka 10g,cukier 100g 3,42
11. | Malina sucha 5 g,chmiel Magnum 5 g,cukier 100 g 3,53




12. | Malina sucha 5 g,chmiel Marynka 10 g,cukier 100 g 3,18
13. | Pigwa Swieza 10g,chmiel Magnum 5 g,cukier 100 g 3,33
14. | Pigwa Swieza 10 g,chmiel Marynka 10 g,cukier 100 g 3,40
15. | Pigwa sucha 5g,chmiel Magnum 5g,cukier 100g 3,29
16. | Pigwa sucha 5g,chmiel Marynka 10g,cukier 100g 3,30
17. | Préba zerowa bez dodatkéw, chmiel Magnum 5 g,cukier 100 3,39
g
18. | Préba zerowa bez dodatkéw, chmiel Marynka 10 g,cukier 3,69
100 g
19. | Chmiel Magnum 5 g liiofilizat 3,22
20. | Chmiel Marynka 10 g, liofilizat 3,43
21. | Chmiel Magnum 5 g, swiezy 3,72
22. | Chmiel Marynka 10 g, swiezy 3,82
23. | Chmiel Magnum 10 g, suchy bez pasteryzacji 3,86
24. | Chmiel Magnum 5 g, suchy, bez pasteryzacji 3,73
25. | Chmiel Magnum 3 g, suchy, bez pasteryzacji 3,82
26. | Chmiel Marynka 20 g, suchy, bez pasteryzacji 3,76
27. | Chmiel Marynka 10 g, suchy, bez pasteryzacji 3,72
28. | Chmiel Marynka 5 g, suchy, bez pasteryzacji 3,74
29. | Cukier 90 g, bez pasteryzacji 3,40
30. | Cukier 65 g, bez pasteryzacji 3,42
32. | Cukier 75 g, bez pasteryzacji 3,40

Po inkubacji z wyrostych koloni didzy wykonano szereg posiewdw redukcyjnych w celu
uzyskania czystych kultur. Otrzymane pojedynczeoli@ zawieszono w ptynie fizjologicznym i
wykonano seti rozcigiczeh dol10°. Nastpnie posiano kicowe rozciéczenia na agar brzeczkowy
Wykonano preparaty przyciowe i przeprowadzono obserwagiech morfologicznych .Dralze
identyfikowano za pomactestu ID APl 32 C. Z podi@ brzeczkowego o Ballinga z kwasem

octowym i alkoholem etylowym z kolbek o wyreym zapachu octu pobrano btenkprzeniesiono



réwnolegle na podie z ekstraktem deolzowym i alkoholem i na podike z weglanem wapnia. Nie
zaobserwowano wzrostu bakterii octowych ,uroshomedst kolonie dradzy. W celu zahamowania
wzrostu dradzy zastosowano aktidion .Do pod# z weglanem wapnia, ekstraktem ddzowym i
alkoholem dodano aktidion wegeniu 10 mg na litr. Po 72 h inkubacji pojawity dtolonie
wytwarzapce kwas otoczone steefprzéwietlonego podiga na skutek rozienia weglanu

wapniowego.

W celu okrdenia wyizolowanych drazy i bakterii octowych do gatunku przeprowadzono
diagnostyk molekularn. Materiat biologiczny stanowity czyste kultury milorganizmoéw uzyskane w
wyniku prowadzenia hodowli ptytkowych na poghiostatym. Prébki przechowywane byly w temp. —
20°C. Ekstrakej DNA przeprowadzono poprzez wydanie etapu denaturacji wphej podczas
reakcji PCR. Reakegj PCR przeprowadzono w obednob starterow specyficznych dla grzybow
strzzpkowych oraz bakterii (Dodatek 1). Amplifikowanoagmenty genomoéw, ktore udioviaja
identyfikacg na podstawie poréwnania uzyskanych sekwencji orogmi w bazie danych NCBI
GenBank. ReakejPCR przeprowadzono w 25 pl mieszaniny reakcyjnegstpujacym sktadzie: 1 pl
komaorek mikroorganizmow pobranych znadyaki statej, 20 pmol kadego ze starteréw, 12,5 pl 2X
PCR Master Mix (Thermo Scientific, Litwa).
Do przeprowadzenia reakcji PCR  stosowano gpagicy program  temperatury:
95°C - 15 min. 45 cykli: 95°C - 30 sek, 55°C - 26ek., 72°C - 30 sek.
72°C -5 min. Produkty reakcji PCR rozdzielono n&% zelu agarozowym w obecbd 0,01 %
bromku etydyny w buforze TBE, przy napiu 150 V, natzeniu 285 mA, w czasie 2 h. Otrzymane
wzory rozdziatbw obserwowano wiwietle UV w archiwizatorzezeli GelDoc2000 (BioRad).
Uzyskane amplikony sekwencjonowano w firmie Genomed Warszawie z wykorzystaniem
sekwenatora kapilarnego. ldentyfikaapnikroorganizméw przeprowadzono poprzez przyréwaani
sekwencjami znajdagymi sk w bazie NCBI GenBank.
Dodatek 1. Oligonukleotydy  ayte do amplifikacji DNA mikroorganizméw.
1. Amplifikacja fragmentu genomu ITS, oligonukledyy specyficzne dla grzybow sggkowych:

Oligonukleotyd 1: ITS1
sekwencja 5->3" TCCGTAGGTGAACCTGCGG

diugas¢: 19 nt.
Tm : 55.4°C
Oligonukleotyd 2: ITS4
sekwencja 5->3" TCCTCCGCTTATTGATATGC
dtugaosé: 20 nt.

Tm : 49.7°C



2. Amplifikacja podjednostki
strzpkowych:

Oligonukleotyd
sekwencja
diugasc:

Tm

Oligonukleotyd
sekwencja
dtugacsé:

Tm

3. Amplifikacja podjednostki

Oligonukleotyd
sekwencja
dtugaosé:

Tm

Oligonukleotyd
sekwencja
diugas¢:

Tm

4. Amplifikacja podjednostki

Oligonukleotyd
sekwencja
dtugaosé:

Tm

Oligonukleotyd
sekwencja
dtugaosé:
Tm:49.7°C

rybosomalnej

5'->3"

5'->3"

rybosomalnej

5'->3"

49.7°C -

5'->3"

47.1°C -

rybosomalnej

5'->3"

5'->3"

28s, olmkleotydy specyficzne dla grzybow

1 NL1
GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG
24 nt.
54.0°C

2: NL4
GGTCCGTGTTTCAAGACGG
19 nt.
53.2°C
16s, olmkleotydy specyficzne dla bakterii:
1: 27f
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

20 nt.
51.8°C

2: 1525r
AAGGAGGTGWTCCArCC
17 nt.
49.5°C
16s, olmkleotydy specyficzne dla bakterii:
1 p8FPL
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

20 nt.
51.8°C

2: p806R
GGACTACCAGGGTATCTAAT
20 nt.



Identyfikacja i okre $lenie zawartasci kwasow fenolowych w napojach

Przeprowadzono metedHPLC analiz kwasoéw fenolowych wolnych i zazanych w prébach z
dodatkami owocéw lub natki i probach kontrolnyckeZldodatkéw). Ponadto oznaczano aktyéno
antyoksydacyja (w przeliczeniu na Trolox) w uktadzie z rodnikieMBTS i DPPH we wszystkich
prébach.

Analiza kwasow fenolowych wolnych i zssanych metog HPLC w napojach poprzedzona
byta hydroliz prébek. Do rozdziatu kwaséw fenolowych wykorzystamestaw HPLC firmy Gilson,
zlozony z: dwoch pomp tlokowych Gilson 306, detektoraAD typ 170, modutu
manometrycznego805, dynamicznego miksera 81148l pbjctosciowej Gilson 20 mrh oraz
programu komputerowego UniPoint wersja 3.01. Ra#gizprowadzono przy ayciu kolumny z
odwrécona fag Symmetry C18, fum, 4,6 x 250 mm Cartridge (Waterslreland) oraz phakny
Symmetry C18 um, 8 x 20 mm Cartridge (Waterslreland). Detekcjgngyu monitorowano przy dt.
fali 320 nm, a poniewa fenolokwasy rénia sie od siebie maksimami absorpcji rowhni@rzy
diugcsciach fal: 365 nm, 280 nm i 260 nm, w uktadzie ggatbwym, stosujcjako eluenty: A — 0,1%
roztwér kwasu octowego; B — 50% roztwoér acetonitryldentyfikacg i ilosciowe oznaczenie
zawartdci fenolokwaséw dokonano w oparciu o rpsface wzorce kwasow: galusowego,
syringowego, proktokatecholowego, 4-hydroksybenaaego, chlorogenowego, kawowego, p-

kumarowego,ferulowego, synapinowego i 2-hydroksgeyonowego na podstawie czasu retenciji.
Okreslenie aktywnasci przeciwutleniajacej badanych napojow

Analizg wiasciwosci przeciwutleniagcych przeprowadzono w odpowiednio roaceonych napojach
wobec rodnikbw ABTS i DPPH. Absorbaganierzono przy diugiach fali 700 (ABTS) lub 515
DPPH) nm przez 5 min. w odglach 30 sek. (20 C, czytnik ptytek Sunrise, Tecan, Austria).
Kontrola negatywna nie zawierata dodatku badan@pyrPrzy opracowaniu wynikow uwzginiono
absorbanej odpowiednio rozcigczonej préby bez dodatku roztworu zawigeago rodnik. Wyniki
wyrazono w rownowanikach Trolox-u (TEAC), w zakresieegen wodnego roztworu Troloxu: 0,006
mmol dm?® — 0,623mmoldm?®, po 2 min. reakcji. Wszystkie analizy przeprowattzov trzech
powtdrzeniach.

Analize statystycza wykonano za pomacjednoczynnikowej lub wieloczynnikowej analizy
wariancji, wykorzystujc program StatSoft STATISTICA ver. 6.0. Istotda@dznic pomedzy srednimi

w poszczegoblnych grupach zweryfikowano testem Tizkey

Okreslenie zawartasci cukrow prostych: glukozy i fruktozy



Do okreglenia zawartéci cukréw prostych: glukozy i fruktozy, obecnych wptynach
pofermentacyjnych, wykorzystano meto@nzymatycza, a w przypadku wariantbw napojéw z
dwymi dawkami chmielu chromatograficieczows prowadzon na kolumnie Aminex HPX-42C

(dtugasci 330mm,srednicy 7,8mm) i detekgjrefraktometrycza (Knauer K2300)

Okreslenie zawartaici alkoholu etylowego i innych towarzysgcych zwiazkéw lotnych

Oznaczenie iléciowe i jakgciowe alkoholu etylowego i towarzygza/ch zwihzkoéw lotnych
przeprowadzono z wykorzystaniem zestawu do chrognatid gazowej z detekgj masowt firmy
Shimadzu. W sktad zestawu wchodzit chromatograbggztyp GC2010, kwadrupolowy spektrometr
mas z jonizag elektronami, typ QP 2010Plus, automatyczny po#ajmiobek, typ AOC-20i.
Rejestracja i analiza danych prowadzona byta zaogoikomputerowego systemu zbierania danych,
pracupcego pod kontral oprogramowania GCMS LabSolution 2.5 z biblietekidm masowych
NIST 5.0.

Okreslenie stopnia inhibicji aktywnosci a-amylazy trzustkowej przez wybrane proby napojow

W celu oznaczenia stopnia inhibicji aktywodo-amylazy przez wybrane napoje wykonano 3
rodzaje préb: préba wdaiwa (PW), préba zerowa nr 1 (P01l), préba zerowa nP02). Préby
przygotowano wg tabeli 1. Przed wykonaniem anglieybadanych préb skorygowano do wégeto
pH 8.

Tab. 2. Przygotowanie prob

PROBA ROZTWOR ROZTWOR BADANA WODA
ENZYM SKROBI PROBA DESTYLOWANA
PW 0,1 cm3 0,9 cm3 05ecm3 | 0 -
PO1 01cm3 | - | - 1,4 cm3
PO2 | - 0,9 cm3 0,5cm3 0,1 cm3

Roztwor enzymu przygotowano rozpuszaezd),08 g pankreatyny w 25 érbuforu fosforanowego o

pH 7. 1% roztwor skrobi przygotowano przez rozpamenée 1 g skrobi w 100 chiuforu o pH 6.

Proby przygotowano wg tabeli 1. bez dodatku roztwemzymu termostatowano w temperaturz&37
przez 10 minut. Po aginigciu tej temperatury do préb PW i PO1 dodano rozter@ymu w ildci 0,1
cnt, a nasgpnie inkubowano w temperaturze®@7przez okres 20 min. Po tym czasie dedeg proby
dodano 1,5 cfhodczynnika DNS i ogrzewano w temperaturze®@0przez 5 minut. Po ostudzeniu

dodano 6 cm3 wody destylowanej dozd#tej z préb. Pomiaru absorbancji dokonano za pamoc



spektrofotometru Spekol 11 (Carl Zeiss Jena) ptagadci fali 550nm w temperaturze 22°C, wobec

proby odczynnikowej.

lloé¢ uwolnionej glukozy ze skrobi, przy udziale enzyrmaostata obliczona na podstawie krzywej

wzorcowej (absorbancja oc:génie, B=0,9705).

Stopier inhibicji o-amylazy przez wybrane produkty zostal wymay poprzez jej aktywrié
definiowary jako ilos¢ miligraméw glukozy uwolnionej ze skrobi w czasieninuty w srodowisku

reakcyjnym o ohjtosci 1cn?.
Okreslenie zdolndgci do inhibicji aktywno §ci lipazy trzustkowej przez proby napojow

Celem okrélenia zdolnéci do inhibicji aktywndci lipazy trzustkowej przez wybrane napoje

wykonano 3 rodzaje prob (tab.2):

e Préba whaciwa (PW)
e Préba zerowa nr 1 (P01)

* Proba zerowa nr 2 (P02)

Tab.3. Przygotowanie préb

RODZAJ PROBY | PROBKA ROZIRR | e WODA ETANOL
LIPZY 80

PW 100 pl 100 pl 40 pul - 100 pl

PO1 100 pl - 40 pl 100 pl 100 pl

P02 - 100 pl - 240 pl -

Préby przygotowane wg tab. 2 termostatowano w teatpeze 37C przez 40 minut. Oznaczenia
wykonano w potréjnym powtdrzeniu. Wydzielony w oemeniu kwas oleinowy ekstrahowano
heksanem i po uprzednim przeprowadzeniu w esteylovgt, metanolowym roztwor KOH o gteniu
2mol/dn?, oznaczono za pomgcchromatografu gazowego typ GC2010 z kwadrupolowym
spektrometrem mas z jonizacglektronami, typ QP 2010Plus, automatycznym pokiaim probek,
typ AOC-20i. Rejestracja i analiza danych prowadedayta za pomeac komputerowego systemu
zbierania danych, pracgego pod kontral oprogramowania GCMS LabSolution 2.5 z bibliatek
widm masowych NIST 5.0. Jako wzorzecsdmwy FAME wykorzystano wzorzec firmy Supelco
zawierajicy 37 estrow metylowych kwasow tluszczowych. W opap stzenie uwolnionego kwasu

oleinowego obliczono ik pmoli roziczonego substratu (Tween 80) w prazgei 1 minuty w



przeliczeniu na 1mg biatka enzymatycznego. Wynikndawvy wyrazono w U/mg biatka
enzymatycznego.

Ocena organoleptyczna badanych napojow

Do oceny wyranikéw organoleptycznych badanych produktéw zastesmaocen picciopunktove dla
sokéw owocowych. Ocerorganoleptyczambadanych napojow przeprowadzit 7-osobowy zespételjo
cztonkowie spetniali wymagane minimum wigvosci sensorycznej. Pomieszczenie do lsdoido czyste,
odpowiednio éwietlone i panowata w nim wymagana temperaturay Beznie brano pod uwag
nastpujace wyr&niki: wyglad, barwa, zapach oraz smak. Uzyskane wyniki badaldano analizie
statystycznej, ktéra obejmowata jednoczynnik@maliz wariancji. Wnioskowanie przeprowadzono w
oparciu o test F Snedecora na poziomie istaing=0,05.

Wyniki
Analiza mikrobiologiczna napoju nr 1wyprodukowaneg w czerwcu 2013 roku

Tab. 4. Mikroorganizmy wyizolowane z ,grzyba heraaego” kombuchy nr 1

Rodzaj badan Liczba drobnoustrojow
[w 1g produktu]
Ogodlna liczba bakterii mezofilnych 6,8 Xjtk
Drozdze 1,4 x 10jtk
Plesnie Nieobecne
Bakterie mlekowe Nieobecne
Bakterie z grupy coli Nieobecne
Coli fekalne Nieobecne
Bakterie octowe Obecne
Bacillus cereus Nieobecne
Staphylococcus aureus Nieobecne




Tab.5. Mikroorganizmy wyizolowane z ptynu kombuairyl

Rodzaj badan Liczba drobnoustrojow
[w 1g produktu]
Ogodlna liczba bakterii mezofilnych 4,5 xR
Drozdze 6 x 10jtk
Plesnie Nieobecne
Bakterie mlekowe Nieobecne
Bakterie z grupy coli Nieobecne
Coli fekalne Nieobecne
Bakterie octowe Obecne
Bacillus cereus Nieobecne
Staphylococcus aureus Nieobecne

Analiza mikrobiologiczna napoju nr 2 wyprodukowanego w pazdzierniku 2013 roku

Tab. 6 Mikroorganizmy wyizolowane z kombuchy nr 2

Rodzaj badai Liczba drobnoustrojow

[w 1g produktu]

Ogdlna liczba bakterii mezofilnych 9,2 x“jek

Drozdze 9,1 x 1djtk




Plesnie Nieobecne
Bakterie mlekowe Nieobecne
Bakterie z grupy coli Nieobecne
Coli fekalne Nieobecne
Bakterie octowe Obecne
Bacillus cereus Nieobecne
Staphylococcus aureus Nieobecne

Najwicksz liczbe bakterii mezofilnych i drzdzy okreslono w napoju nr 2.\WWadnej z badanych préb
nie stwierdzono obecla bakterii chorobotworczych takich j&kaphyl ococcus aureus, Bacillus

cereus oraz bakterii z grupycoli (tab.6).

Bakterie octowe tworzytyelowa struktue na powierzchni brzeczki we wszystkich préhatt
wykonanym preparacie Grama po wybarwieniu w pragarzaobserwowano Gram ujemne pateczki.
Wykonano test na katakgztory wykazat wynik dodatni. Czyskulture bakterii przesiano na

selektywne podtza wraz ze szczepem wzorcowykoetobacter spp.

- Z zieleni bromokrezolow i etanolem.

- Plynne z ekstraktem drdzowym, etanolem.

- Podtaze z mleczanem wapniowym.

- Podize state z ekstraktem dmvowym, weglanem wapnia i etanolem.

* Podlae z zieleni po 24 h zmienito bargz niebieskozielonej nadtta zaréwno przy badanym
szczepie jak i wzorcowynswiadczy toze bakterie wytwarzajkwas octowy z alkoholu .Po 72h
zabarwienie ponownie zmienitegsia zielononiebieskie ,poniewazczepyAcetobacter dalej

utleniap kwas octowy do dwutlenkueagla.

* Na podtau ptynnym z ekstraktem i etanolem sprawdzono ceyeyz wytwarza celul@zw celu
ustalenia czy jest tAcetobacter xylinum. Po inkubacji wytworzyt s kozuszek ,ktéry umieszczono na

szkietku podstawowym, barwiono przez kilka minutr@m Lugola, ptukano wad dodano kilka




kropli 50% kwasu siarkowego. Pod mikroskopem nigbsarwowano wytworzonych nitek celulozy
ktore powinny wybarwi si¢ na kolor jaskrawoniebieski.
* Na podtau z mleczanem wapniowym szczep wyrést w postacigeemowych kolonii
otoczonych strefprzeja@nienia, podobnie jak szczep wzorcowy. Nie zaobsevm ngtnej
strefy wytmconego wglanu wapniowego.
* Na podtau statym z ekstraktem,aglanem wapnia i etanolem szczep wyrdst w postaci
jasnokremowych kolonii otoczonych strgfrzejanienia.
Whyniki te wskazuj ze wyizolowany szczep jest z rodzaf\cetobacter. Badania genetyczne

potwierdzity £ przynalenosé i okreslono do gatunkuslukonacetobacter saccharivorans.
Z napoju nr 1 wyizolowano gt réznych rodzajow dradzy. Po 24-48h.1dentyfikowano didze za
pomoa testow ID API 32C.[9]

Identyfikacja biochemiczna wykazata:
Szczep nr | po 48h asymilowat cukry: GalaktozaNracetylo-glukozamina +, D-celobioza +,
Glukoza +

Reszta cukréw nie byta asymilowana. Stwierdzongyeédnoznacznige jest to gatuneRekkera

anomala. co potwierdzity badania genetyczne .

Szczep nr 1l po 48h asymilowat tylko D- sorbitgak wszystkie pozostate szczepy glukoz
czyli posiada najbardziej przybtine cechy klasyfikace go do rodzajdygosaccharomyces.[13]

Szczep o tych whkziwosciach wg systematyki Kregera-van Rijadygosaccharonmyces bisporus.[10]

Badania genetyczne i nie potwierdzity tego wynikdkreslono ze jest taZygosaccharomyces baili.

Szczep nr 1l po 48h asymilowat N-acetylo-glukozagnkwas mlekowy,glukagi glicerol.
Whyniki te wskazuj, ze jest to gatuneandida crusei co zostato potwierdzone w badaniach

genetycznych.

Szczep nr IV po 48h asymilowat tylko kwas mlekowlykoz; i glicerol co wskazujeze jest

to Candida inconspicue.

Szczep nr V po 48 h asymilowat sachatdg-acetyloglukozamig kwas mlekowy,
glukozamir, nie wykazat wraiwosci na aktidion. Wyniki te nie pozwolity jednoznawe okrelic¢

gatunku .Badania genetyczne wykazadyjest toCandida ethanolica.

W napoju nr 2 za pomadestéw biochemicznych oznaczono gatunkideg takie jak w

napoju nr 1 tjDekkera anomala, Zygosaccharomyces baili, Candida ethanolica z wyjatkiem Candida



crusei i Candidy inconspicue. W napoju tym zidentyfikowano réwridoakterie octowe
Gluconacetobacter saccharivorans. Obecné¢ Candida crusei gatunku chorobotwdérczego w jednej z
prob wskazuje na konieczitowykonywania analiz mikrobiologicznych w #@ej partii uzyskanego

napoju, aby wyeliminow@apartie zanieczyszczone.

Zawartos$é glukozy i fruktozy w napoju §wiezym i przechowywanym

Oznaczanie cukrow prostych wykonano we wszystkichriamtach napojuswiezego,
pobranego bezgeednio po uptywie jednotygodniowej fermentacji onaa przechowywaniu przez
okres jednego tygodnia w temperaturz€’@4rys.1). Najnisze stzenie glukozy oznaczono w
probkach 11, 15, 01 i wynosito ono odpowiednio 3,864,031 g/1000cf 1,304 + 0,064 g/1000ch
8,693 + 0,426 g/1000cinNajwyzsze stzenia glukozy oznaczono w probkach 10, 12, 16 i witgyio
one odpowiednio 38,945 + 1,947 g/1000c#B,291 + 2,035 g/1000¢m656,157 + 2,808 g/1000¢m
W przypadku prébek 02, 09, 10, 11, 12, 13, 14, 15 stzenie glukozy jest wisze od stzenia
fruktozy. Taka proporcja glukozy do fruktozy meoswiadczy o zbyt wczesnym zakozeniu
fermentacji, przy zateniu z w zlozonym kompleksie mikrobiologicznym napoju, jednym z

gtéwnych procesow fermentacyjnych jest fermentatfaholowa prowadzona przez ddae.
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Rys. 1 Zawart&t glukozy i fruktozy w napoju przeznaczonym do b&redniego spaycia, wyraona
w g/1000cm



Po uplywie jednotygodniowego okresu przechowywawiatemperaturze 22 zaréwno
proporcja glukozy do fruktozy jak igtenie cukrow ulegto zmianie (rys.2) w poréwnaniusd@ezego
napoju (rys.1). W 12 na 16 probek zaobserwowanesney s¢zenie fruktozy ni glukozy, co jest
charakterystyczne dla procesu fermentacyjnego mipareego przez dvdze. Najwysze stzenie
fruktozy plasujce st w przedziale od 0,678 + 0,024 g/100Gcrdo 3,060 + 0,061 g/1000¢m
oznaczono dla prébek o numerach: 09/22, 10/22211/2122, 13/22, 15/22.
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Rys. 2 Zawarté glukozy i fruktozy wyraona w g/1000crhw napoju po 7 dniach przechowywania w
temperaturze €

Zawartos$é¢ alkoholu etylowego i innych towarzysgcych zwiazkéw lotnych

W analizowanych prébkach napojéw oznaczono alkefydowy a take sladowe ilcci alkoholu
metylowego, octany etylu. Ponadto wykryto Sladowych ilgciach 8 innych zwizkéw, ktérych
ustalono widma masowe. Widma mas poszczegoélnycizkdiv przedstawiono na rys. od 3 do 13. W
ptynach pohodowlanych nie stwierdzono obedcnokwasu mréwkowego, kwasu propionowego,

kwasu octowego, 1-pentanolu, 1-butanolu, 1-propgradkoholu izoamylowego, glicerolu.
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Rys. 3 Widmo mas alkoholu metylowego, otrzymane yniku jonizacji EI probki napoju. Czas
retencji alkoholu metylowego wynosit 1,471min.
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Rys. 4 Widmo mas alkoholu etylowego, otrzymane wikty jonizacji EI probki napoju. Czas retencji
alkoholu etylowego wynosit 1,69min.
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Rys. 5 Widmo mas octanu etylu, otrzymane w wynikuijacji EI probki napoju. Czas retencji octanu
etylu wynosit 1,27min.
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Rys. 6 Widmo mas nieznanego zmku, otrzymane w wyniku jonizacji El prébki napojGzas
retencji wynosit 7,34min. Widmo w egci identyczne (82) z widmem 3-metylo-1butanolu.
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Rys. 7 Widmo mas nieznanego zwku, otrzymane w wyniku jonizacji ElI probki napojGzas

retencji wynosit 38,54min. Widmo w ei identyczne (82) z widmem 2-propanonu.
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Rys. 8 Widmo mas nieznanego zwku, otrzymane w wyniku jonizacji ElI probki napojGzas
retencji wynosit 39,5min. Widmo w egci identyczne (88) z widmem hydroksy-gamma-

butyrolaktonu.
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Rys. 9 Widmo mas nieznanego zwku, otrzymane w wyniku jonizacji ElI probki napojGzas
retencji wynosit 40,5min. Widmo w e&ci identyczne (88) z widmem 4H-Pyran-4-on.
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Rys. 10 Widmo mas nieznanego Zmkiu, otrzymane w wyniku jonizacji El probki napojGzas
retencji wynosit 41,024min. Widmo w i identyczne (88) z widmem 4H-Pyran-4-on.
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Rys. 11 Widmo mas nieznanego zmkiu, otrzymane w wyniku jonizacji EI prébki napojGzas

retencji wynosit 41,14min. Widmo w e&i identyczne (95) z widmem kwasu 4-okso-
pentanowego.
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Rys.'12 Widmo mas nieznanego zmku, otrzymane w wyniku jonizacji ElI probki napojGzas
retencji wynosit 42,6min. Widmo w egci identyczne (76) z widmem 1H-Tetrazolu.
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Rys. 13 Widmo mas nieznanego zmkiu, otrzymane w wyniku jonizacji EI prébki napojGzas
retencji wynosit 42,8min. Widmo w eg&ci identyczne (79) z widmem 4-heksan-3-one.

We wszystkich wytworzonych wariantach napojow wy&ryoznaczono alkohol etylowy. W
grupie napojowswiezych, nie poddanych przechowywaniu zawgttalkoholu etylowego w prébie
plasowata & w przedziale od 0,087 = 0,019 % (v/v) dla prébylérdo 3,348 + 0,124 % (v/v) dla
préby nr 6 (rys. 14). Jak moa zauway¢ na wykresie nr 3 probki: 2, 3, 4, 5, 6, 7 zawignajzsze
stezenie etanolu, a zarazenvsie stzenie glukozy (rys. 1), co wskazuje na sprawniegpregajcy

proces fermentacji etanolowej.



Zawartg¢ etanolu wzrasta w okresie przechowywania,swiadczy o nadal trwagej w napojach
fermentacji alkoholowej. Po zakozeniu 7 dniowego przechowywania w temperaturZ€ 22dnia
zawartd¢ alkoholu etylowego w prébkach wynasednio 4,351+0,463 % (v/v), z wadzeniem prob
8,9,11,16 w ktorychrednia zawart@& alkoholu etylowego wynosi 1,139+0,097 % (v/v). @zrone
stezenia alkoholu etylowego czyniten produkt napojem alkoholowym podlegaim, ustawowo
kontrolowanemu obrotowi.
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Rys. 14 S4zenie alkoholu etylowego, wytane w % (v/v), oznaczone w prébcaviezej i
przechowywanej w 2Z przez 7 dni.

Analiza korelacji sizenia glukozy, fruktozy i alkoholu etylowego wykaaate zawarté¢ glukozy
silnie koreluje dodatnio (0,0,829224 p<0,03) z zdwémia fruktozy, co wydaje si zgodne
z przewidywaniami z uwagi na sachagobedaca wspolnymzrodto tych weglowodanéw w uktadzie.
Stwierdzono réwniz ujemry korelacg miedzy glukoz i fruktoza, odpowiednio -0,5596572 p<0,03
oraz -0,469936 p<0,03, a&stniem etanolu w uktadzie. Mpa przypuszczaiz korelacja ta wynika z
kierunku wykorzystania gglowodanoéw przez kompleks mikroorganizméwytych do fermentac;ji,

co wskazujeze etanol jest jednym z gtéwnych produktéw przemianglowodanéw w tym uktadzie.
Ocena stopnia inhibicji aktywnaoéci a-amylazy trzustkowej przez wybrane préby napojéw

Wyniki analiz przedstawiono na rys. 15. Nagsm zdolng¢ do hamowania aktywroi a-amylazy
trzustkowej posiadat napdj oznaczony 7p/22, ktérgnosita 0,683 + 0,030 mg/ctmin™.
Najmniejsa zdolng¢ hamowania aktywri@i a-amylazy wykazat nap6j oznaczony 16/22 ktérego
aktywnas¢ wynosita 0,900 + 0,056 mg/émin™. Nie stwierdzono wplywurodowiskazotadka na

inhibitory a-amylazy zawarte w napojach. Wyniki otrzymane wwidadczeniu skladagym sk z 2



etapow: trawienie w warunkaciotadka i srodowisku dwunastnicy nie #aity si¢ istotnie od modelu
w ktérym przeprowadzono jednoetapowe trawienie wuwkach jakie panajw dwunastnicy (rys.
15).

Ocena zdolndci do inhibicji aktywnosci lipazy trzustkowej przez préby napojéw
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Rys. 15 Wplyw wybranych napojow na aktywita-amylazy. Badanie przeprowadzono w uktadzie
badawczym sktadagym sk z zotadka i dwunastnicy, oraz samej dwunastnicy.
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Rys. 16 Wptyw wybranych napojow na aktywiadipazy trzustkowej. Badanie przeprowadzono w

uktadzie badawczym skladaym sk z zotadka i dwunastnicy, oraz samej dwunastnicy.
Najmniejsa wartas¢ aktywndaci lipazy trzustkowej, a tym samym napkéz zdolng¢ do
hamowania aktywnii lipazy trzustkowej oznaczono dla probek nr 13/22, 6p/22 (rys. 16).
Najmniejsa efektywndcia w hamowaniu aktywnii lipazy trzustkowej charakteryzowata girébka
oznaczona 4p/22 dla ktérej to aktyvsanierzona w uktadzie badawczym obejaaym dwuetapowe
trawienie: wzotadku i dwunastnicy wynosita 0,381 + 0,001 mg’min™, a przy jednoetapowym
trawieniu, w warunkach dwunastnicy wynosita 0,375 0007 mg/critrmin™. W zwiazku z
powyzszym mana stwierdzi, ze badane napoje przygotowane na bazie konglomeratu
mikrobiologicznego, chmielu, sacharozy i dodatkdéwk&@v, mimo # wykazup zdolng¢ do
hamowania amylazy i lipazy, to jednak sita tegozaigwania nie jest dia.

Ocena zawartdci kwaséw fenolowych

Badane napoje ascennym zrédiem kwasow fenolowych. Do najgziej oznaczanych kwasoéw
nalezaty: chlorogenowy, kawowy, p-kumarowy, synapinow-hydroksycynamonowy. Zawakto
jakosciowa i ilosciowa oznaczanych kwasow byta bardzozmidowana. Zastosowanie chmielu w
recepturze napoju spowodowato jego wzbogacenie evegzkwasow fenolowych - w najgkiszej
ilosci w formy zwihzane kwasow galusowego ferulowego (tab.7). Pomiegm,tze sam chmiel
przyczynit s¢ do wzbogacenia napoju w zwki biologicznie czynne, zaproponowano dodatkowo
sktadniki owocowe i natk pietruszki, ktére poza walorami smakowymi miahszeze podnig
prozdrowotm jakas¢ napojow. W prébach z dodatkiem natki pietruszkiazzano najegciej kwasy
kawowy, p-kumarowy i w diej ilosci forme zwiazarg kwasu ferulowego (tab. 8). Dodatekrawiny i
maliny spowodowat wzbogacenie napojoéw przede wkiystv kwasy galusowy i ferulowy (tab. 9).
W probach pasteryzowanych z dodatkigmiezej pigwy stwierdzono wysak zawarté¢ kwasu
syringowego (tab. 10).



Tab. 7. Zawartg kwasow fenolowych wolnych i zazanych w napojach w pmol kwasu/ml.

Kontrola
Kwasy fenolowe Magnum Magnum Marynka Marynka
niepsteryzowan pasteryzowan niepsteryzowan| pasteryzowan
e e e e
Galusowy 453,87
Syringowy
Proktokatecholowy 202,36
4-
hydroksybenzoesowy
chlorogenowy 3,11 0,79 6,15 0,61
% Kawowy 0,76 0,29 1,26
p-kumarowy 5,03 2,25 0,23 1,23
Ferulowy 3,50 1,36 4,06 4,66
Synapinowy 6,32 0,51 1,28 6,28
2.
hydroksycynamonow 45,07 27,59 36,09 0,91
y
Galusowy 310,30 40,85
Syringowy
Proktokatecholowy 280,80
4-
o hydroksybenzoesowy
_g chlorogenowy 5,21 1,61 5,58 2,35
" Kawowy 1,46 0,35 0,42 0,60
p-kumarowy 1,82 0,91 1,05 0,72
Ferulowy 16,36 139,40 0,58
Synapinowy 7,74 0,71 1,39




2-
hydroksycynamonow
y

61,56

Tab. 8 Zawart& kwasow fenolowych wolnych i zazanych w napojach wzbogaconych dodatkiem
natki pietruszkiwiezej lub suszonej w pumol kwasu fenolowego/ml.

Natka pietruszki

Swieza Sucha
Kwasy fenolowe
Magnum Marynka Magnum Marynka
NP P NP P NP P NP P
Galusowy 89,04 29,26 437,54 76,80
Syringowy 58,44
Proktokatecholowy
4-
hydroksybenzoesowy
© chlorogenowy 3,19 7,22 8,98 6,27 10,21 12|33
©
e Kawowy 0,27 4,51 9,15 3,24 10,21 9,78 11,90
p-kumarowy 0,94 4,23 47,74 3,95 0,70 3,86
Ferulowy 2,29 0,59| 3,11 0,42 1,54 0,26 0,62
Synapinowy 0,14 0,10, 23,780,09 | 2,15 0,86| 141,67
2-
hydroksycynamonow 11,10 | 46,59 4492 164,62
y
Galusowy 200,39225,61
Syringowy
Q
S Proktokatecholowy | 270,7
N
g
: &
hydroksybenzoesowy
chlorogenowy 0,59 0,89 5,27 0,74 1,98 1,91




Kawowy 0,50 1,60 0,40, 0,3% 11,750,65 | 58,31| 43,19
p-kumarowy 2,03 | 166,34 1,06 0,55| 1,07 2,72 2,81 2,06
Ferulowy 203,30 10,42 | 276,38 25,13| 23,51| 2,36 | 483,32 324,86
Synapinowy 12,32 0,55 0,71 32,73
2.
hydroksycynamonow 3,33 1,72 | 75,44 3,79 7,42 1,62 51,59
y

NP- niepasteryzowane, P-pasteryzowane

Tab. 9 Zawart& kwasow fenolowych wolnych i zazanych w napojach wzbogaconych dodatkiem
zurawinyswiezej lub suszonej w pmol kwasu/ml.

Zurawina
Swieza Sucha
Kwasy fenolowe
Magnum Marynka Magnum Marynka
NP P NP P NP P NP P
120,93
Galusowy 120,04| 28,89| 135,87| 32,81 | 128,95
Syringowy
Proktokatecholowy
4-
hydroksybenzoesowy 551,84
© chlorogenowy 6,04 10,79 997 0,79 8,40 13)21
©
e Kawowy 546 | 16,45 8,13 8,88 7,12| 13,25 10,65
p-kumarowy 1,41 153 1,07 3,72 2,95 1,36 1,35 0,87
Ferulowy 0,84 0,58| 11,1D 0,66 0,23 | 12,86 13,7p 4,52
Synapinowy 1,04, 0,32 0,16 0,92 0,59
2-
hydroksycynamonow, 33,16 | 151,7( 40,86 | 21,93 52,26 36,87
y
N S Galusowy 36,17 113,28133,86| 198,74




Syringowy

Proktokatecholowy
4-
hydroksybenzoesowy
chlorogenowy 0,54 0,23 1,38 1,48 1,10 1228
Kawowy 0,41 0,71 0,44 0,76 0,41 1,10 79,04
p-kumarowy 258,11 2453 | 0,31 0,31 0,71 0,43 0,81 0,31
Ferulowy 5,88 19,03 45,71275,84| 32,29 | 275,50 54,76| 245,48
Synapinowy 0,92 1,19 37,52 5,3V 2444 131 33,97
2-
hydroksycynamonow, 27,27 4,74 | 3,48
y

NP- niepasteryzowane, P-pasteryzowane

Tab. 10 Zawart@& kwasow fenolowych wolnych i zekanych w napojach wzbogaconych dodatkiem
maliny swiezej lub suszonej w pmol kwasu/ml.

Malina
Swieza Sucha
Kwasy fenolowe
Magnum Marynka Magnum Marynka
NP P NP P NP P| NP P
Galusowy 64,12 27,70
Syringowy 1545,78
Proktokatecholowy 21,84
= 4
g hydroksybenzoesowy
chlorogenowy 5,01 7,05 0,41 0,81 2,82 0,28
Kawowy 6,39 5,53 11,84 9,70 10,57 17,39
p-kumarowy 3,13 1,80 0,93 0,99 8,13 7,50
Ferulowy 13,91 0,71 11,8% 0,65 144426 | 16,62 0,67




Synapinowy 5,36 2,40 0,98 0,28 0,99 9,69
2-
hydroksycynamonow| 5,86 4,68 | 108,56 47,80 28,46
y
Galusowy 318,99 285,68| 210,55| 195,05| 24,53
Syringowy 46,02
Proktokatecholowy 52,95
4-
hydroksybenzoesowy
® chlorogenowy 1,07 0,84 1,18 088 091 041 091 61,0
C
IS
5 Kawowy 1,29 0,38 1,35 1,1 0,76 0,15 0,48
S
N p-kumarowy 0,60 | 194,62 0,39 | 2,49| 1,68 3,32 0,31
Ferulowy 24,68\ 1291 50,92 269,486,79| 39,61 220,81
Synapinowy 4,75 7,58 1,1 40,89 586 7,46 107 143
2-
hydroksycynamonow 2,40 3,19
y

NP- niepasteryzowane, P-pasteryzowane

Tab.11 Zawart& kwasow fenolowych wolnych i zazanych w napojach wzbogaconych dodatkiem
pigwy swiezej lub suszonej w pmol kwasu/ml.

Pigwa
Swieza Sucha
Kwasy fenolowe
Magnum Marynka Magnum Marynka
NP P NP P NP P NP P
Galusowy 23,31 135'4
o Syringowy
g Proktokatecholowy 10,06
4-
hydroksybenzoesow 117444’8
y




chlorogenowy 9,53 0,79 6,33 8,72 10,03 17,33
Kawowy 5,84 7,32 835 942 16,40
p-kumarowy 14,83 4,19 4,47 8,84 4,27 0,77 5,80
Ferulowy 0,59 0,81 8,23 0,78 0,64 0,96
. 28,3
Synapinowy 0,58 6 1,71 0,40 0,12 0,40
2 12445
hydroksycynamono 9’ 32,98 63,18 6,70, 32,68 0,98
wy
Galusowy 3,00 4210 3
Syringowy 94; 9 1672,46
Proktokatecholowy
4-
hydroksybenzoesow
y
% chlorogenowy 0,97 1,26 0,78 091 1,29
N
g
3 Kawowy 0,69 1;’9 081 | 1,20 0,83
p-kumarowy 0,45 0,28 52,06 1,6p 1,50
Ferulowy 20,77 1,11 2,01 2733’5 68,42
Synapinowy 0,63 0,65 0,8% 1,6[7
2 127,2
hydroksycynamono 3
wy

NP- niepasteryzowane, P-pasteryzowane

Ocena aktywnosci przeciwutleniajacej kombuchy

Aktywnos¢ przeciwutleniajca oznaczana wobec rodnika ABTS bytazseaa w stosunku do

aktywnaci analizowanej z rodnikiem DPPH.



W prébach swiezych pasteryzacja obnjta aktywna¢ przeciwutleniggca, w probach
przechowywanych, niezaleie od temperatury, nie moa zaobserwowatakiej zalenosci. Cha nie
mozna jednoznacznie okilec wptywu rodzaju dodatku na wzrost aktyvgnbprzeciwutleniaicej, to
mozna zaobserwowa ze w wielu przypadkach dodaterawiny przyczynit si do podwyszenia
badanej aktywnai. Drugim dodatkiem, ktéry spowodowat podniesieniaktywnaci
antyoksydacyjnej, byta pigweSwieze proby kontrolne charakteryzowalye snizszy aktywndcia
wobec rodnika ABTS w poréwnaniu z probami z dodatikaatomiast w analizie z rodnikiem DPPH
nie w kadym przypadku (rys. 17-22).

Przy analizie wptywu formy chmielu na aktywioprzeciwutleniagca zaobserwowanoze
najkorzystniejsze byto zastosowanie chmielu susgoiieys. 23).

Nie mazna jednoznacznie okdle¢ wptywu ilosci dodawanego chmielu. Przy odmianie
Marynka aktywné¢ antyoksydacyjna byla wytaie uzaléniona od iléci dodawanego chmielu (im
wiekszy dodatek, tym wisza aktywnéc), natomiast przy odmianie Magnum nie zaobserwowano
takiej zalenosci - rys. 24.

Dodatek najmniejszej ikmi cukru spowodowat wytme obnkenie aktywnéci
antyoksydacyjnej napoju, natomiast w przypadku ptagch ilgci réznice te byly niewielkie, wobec

rodnika DPPH istotne statystycznie, wobec rodnilBaT & — nieistotne (rys. 25).
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Rys. 17 Zmiany aktywrigi przeciwutleniaicej swiezych napojow z chmielem odmiany Magnum
wobec rodnikéw ABTS i DPPH (w mmol Trolox/ml) w eahosci od zastosowanego dodatku w
prébach niepasteryzowanych i pasteryzowanycisWéznaczajblad standardowy.



; !odmiana chmielu: Marynka

10
8 L
E
8
B O
)-.
e
E
E 4t
2 L
0 L n n n n s L n n L i n 1 " L L n n
© © @ @ © @ @ @© @© @ @ © @ @© @© [0} @© ©
N S N S N C N £ 5 N £ N £ N & N o 3
2 g © c @ © 0 ¢ g 2 g2 g @ Qo 9 8 g
c c
© @ © 1] © (1] © T © [ © @ © @ © T X
X = c £ c B = 3 X = ot £ c = = 3
T s s T HO T 2s 25 @ B2
5 R S5 R
B : —o— ABTS
rodzaj dodatku rodzaj dodatku 7T DPPH
pasteryzacja: niepasteryzowane pasteryzacja: pasteryzowane

Rys.18 Zmiany aktywri@i przeciwutleniaicej swiezych napojow z chmielem odmiany Marynka
wobec rodnikéw ABTS i DPPH (w mmol Trolox/ml) w eahosci od zastosowanego dodatku w
probach niepasteryzowanych i pasteryzowanycisyWéznaczaj btad standardowy.
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Rys. 19 Zmiany aktywrigi przeciwutleniaicej napojow z chmielem odmiany Magnum
przechowywanych w temperaturze 4 °C wobec rodnik®TS i DPPH (w mmol Trolox/ml) w
zalencsci od zastosowanego dodatku w prébach niepastesmypeh i pasteryzowanych. asly
oznaczg blad standardowy.



; !odmiana chmielu: Marynka
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Rys. 20 Zmiany aktywri@i przeciwutleniagicej napojow z chmielem odmiany Marynka
przechowywanych w temperaturze 4 °C wobec rodnik®TS i DPPH (w mmol Trolox/ml) w
zaleznosci od zastosowanego dodatku w probach niepastesizgein i pasteryzowanych. asy
oznaczaj btad standardowy.
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Rys. 21 Zmiany aktywrigi przeciwutleniaicej napojow z chmielem odmiany Magnum
przechowywanych w temperaturze 22 °C wobec rodnik®TS i DPPH (w mmol Trolox/ml) w



zaleznosci od zastosowanego dodatku w probach niepastesizgein i pasteryzowanych. asy
oznaczg blad standardowy.
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Rys. 22 Zmiany aktywrigi przeciwutleniajcej napojow z chmielem odmiany Marynka
przechowywanych w temperaturze 22 °C wobec rodnik®¥S i DPPH (w mmol Trolox/ml) w
zaleznosci od zastosowanego dodatku w probach niepastesizgein i pasteryzowanych. asy
oznacza btad standardowy.
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Rys. 23 Zmiany aktywnigi przeciwutleniagcej hapojow wobec rodnikow ABTS i DPPH (w mmol
Trolox/ml) w zalenosci od odmiany i formy chmielu. ¥y oznaczaj btad standardowy.
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Rys. 24 Zmiany aktywnigi przeciwutleniggcej hapojow wobec rodnikow ABTS i DPPH (w mmol
Trolox/ml) w zalenosci od odmiany i iléci chmielu. Wisy oznaczaj btad standardowy.
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Rys. 25. Zmiany aktywrsgi przeciwutleniajcej napojéw wobec rodnikow ABTS i DPPH (w mmol
Trolox/ml) w zalenoéci od ilosci cukru.

Analiza sensoryczna badanych napoju z dodatkierturawiny

Do oceny sensorycznej wybrano napdj z dodatkiarawiny, gdy posiadat on najlepsze oceny pod
wzgledem zawartéci kwasow fenolowych i aktywrgi przeciwutleniajacej. Wyniki
przeprowadzonej oceny cech sensorycznych przedstiawiyv tabeli 12. Barwa badanych napojow
otrzymata od oceniagych noty na zbkionym poziomie. Oceniane soki posiadaly bajasnaoita lub
z0Ma. Zapach badanych napojéw oceniono na poziomie,8d do 4, 57 punktow, co ozhacza,

wszystkie badane produkty mialy zapach aromatyézzharmonizowany, wyray oraz bez obcych



zapachow (tab. 12). Wyniki oceny punktowej kombuzaysmak migity sic w zakresie od 3,43 do
4,70 punktu (tab. 12). Najlepiej ocenionym napojpod wzgédem tego wyrédnika byt napgj
oznaczony jako 18a, ktory uzyskat 4,7 punktuswadczy o tymze dla oceniajcych jego smak byt
intensywny i zharmonizowany. Najstabiej oceniongtabnapoj 7/4, ktéry oceniono na poziomie 3,47
punktu. Zespot oceniggych stwierdzitze napoj ten posiadat

smak bardzo gorzki (tab. 12).

Tabela 12. Charakterystyka cech sensorycznych kohybu

Srednia ilos¢ punktéw i odchylenie standardowe

proba badana smak wyglad zapach barwa

18/4 3,75 + 0,24 4,01 + 0,04 4,40 + 0,15 4,53 + 0,08
18 4,27 + 0,19 4,07 + 0,15 4,49 + 0,15 4,49 + 0,09
7p/22 3,76 + 0,21 3,73 + 0,23 4,16 + 0,18 4,51 + 0,04
17/4 4,60 + 0,20 4,17 + 0,19 4,56 + 0,17 4,53 + 0,13
7 3,51 £ 0,20 4,06 + 0,10 4,20 + 0,20 4,44 + 0,11
8p/22 4,09 + 0,17 4,06 + 0,15 4,26 + 0,16 4,37 + 0,17
7/4 3,47 £ 0,23 4,06 + 0,15 4,34 + 0,14 4,44 + 0,11
8/4 4,69 + 0,16 4,09 + 0,16 4,36 + 0,13 4,50 + 0,00
18a 4,70 + 0,16 4,11 + 0,20 4,46 + 0,24 4,46 + 0,08
7/22 3,36 = 0,27 3,49 + 1,54 3,73 £ 0,16 4,44 + 0,08
8/22 3,43 £ 0,26 3,49 + 1,54 3,97 + 0,11 4,44 + 0,08
8 4,23 + 0,25 3,49 + 1,54 4,07 + 0,10 4,40 + 0,12
17 4,61 + 0,18 3,49 + 1,54 4,54 + 0,10 4,43 + 0,10
8p/4 4,01 + 0,13 3,49 + 1,54 4,56 + 0,13 4,50 + 0,00
7p/4 3,76 + 0,17 3,49 + 1,54 4,54 + 0,13 4,50 + 0,00
8p 4,40 + 0,19 3,49 + 1,54 4,30 + 0,22 4,39 + 0,11
17/22 3,64 + 0,24 3,49 + 1,54 4,16 + 0,10 4,37 + 0,11
7p 3,53 + 0,15 3,49 + 1,54 4,13 + 0,11 4,36 + 0,13
18a/22 4,51 + 0,30 3,49 + 1,54 4,44 + 0,10 4,40 + 0,12
17a/22 4,19 + 0,20 3,49 + 1,54 4,24 + 0,21 4,46 + 0,05
18/22 4,03 + 0,15 3,49 + 1,54 4,31 + 0,20 4,44 + 0,05
17a/4 4,16 + 0,13 3,49 + 1,54 4,17 + 0,18 4,47 + 0,05
18/4n 4,37 + 0,14 3,49 + 1,54 4,33 + 0,16 4,40 + 0,12
17a 4,29 + 0,25 3,49 + 1,54 4,13 + 0,23 4,37 + 0,11

rodzaj napoju

wyrozniki sensoryczne -
F empiryczne

smak 30,873 *
wyglad 0,375
zapach 11,164 *

barwa 2,196 *




* rdznice istotne statystycznie

Podsumowanie

Uzyskane wyniki wskazujg na zwiekszenie witasciwosci prozdrowotnych kombuchy z dodatkiem
chmielu i owocéw. Poniewaz napoje fermentowane mogg by¢ zrédtem chorobotwdrczych gatunkéw
z rodzaju Candida, co potwierdzajg niniejsze badania, konieczna jest ocena mikrobiologiczna pod
wzgledem obecnosci tych gatunkdw w przygotowywanych partiach napoju w celu wyeliminowania
zanieczyszczonych partii. Badania zawartosci cukréw i alkoholu wskazaty, ze nalezy optymalizowac
kombuche pod wzgledem zawartosci tych sktadnikéw. Uzyskane wyniki pozwolg  wybrac
najwtasciwsze warianty napoju.



