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Nap6j Kombucha powstaje w wyniku fermentacji tlenowej slodzonej herbaty
zachodzacej pod wpltywem zespolu bakterii i drozdzy wspotistniejacych w symbiozie.
Mikroorganizmy te metabolizuja liczne substancje takie jak: witaminy z grupy B,
witamina C, kwas foliowy, kwasy, glukuronowy i glukonowy, kwas octowy, kwas
mlekowy, kwas usninowy, niewielkie ilo$ci alkoholu, heparyna, enzymy, dwutlenek wegla.
Kombucha, dzigki zawartym w nim kwasom organicznym i witaminom
posiada bardzo szerokie spektrum wiasciwosci leczniczych. Kwas glukuronowy posiada
wlasciwosci detoksyfikacyjne, a kwas mlekowy obnizajace pH krwi, czyli zwigkszajace jej
kwasowo$¢. Kombucha ma korzystny wplyw na czynnosci przewodu pokarmowego,
stymuluje metabolizm i uktad odpornos$ciowy, oczyszcza krew i odtruwa organizm z
substancji toksycznych, szczegdlnie pochodnych kwasu moczowego. Pomaga odbudowac
przyjazna mikroflore jelit i hamowac¢ rozwdj niepozadanych mikroorganizmow,
zapobiega i leczy zaparcia. Kombucha wspomagajac dziatanie gruczotow dokrewnych i
przyspieszajac metabolizm pomaga w usuwaniu z organizmu odtozonego
ttuszczu 1 przeksztatcaniu szkodliwych ztogow kwasu moczowego i cholesterolu do form
rozpuszczalnych i przez to tatwych do usunigcia. Wplywa, zatem leczniczo na takie
schorzenia jak: reumatyzm, artretyzm, podagreg, arteriosklerozeg, otytos¢, kamienie
nerkowe 1 watrobowe.

Obecnos¢ kwasu mlekowego i innych kwas6w organicznych ma znaczenie w
profilaktyce i leczeniu nowotworow. Rewitalizujace wtasciwosci kombuchy pomagaja
pozby¢ si¢ zmgczenia, stresu, bolow 1 zawrotow glowy.

Reasumujac, kombucha pomaga na wiele dolegliwosci 1 schorzen, a szczegolnie:
prawidlowe trawienie, dziata lekko rozwalniajaco, przez co zapobiega i leczy
zaparcia, powstrzymuje rozwoj szkodliwych bakterii w przewodzie pokarmowym,
tym samym sprzyja utrzymaniu wtasciwej mikroflory jelit;

* wspomaga czynno$¢ watroby;

* oczyszcza pgcherz moczowy;

* pomaga usuna¢ bole i zawroty gtowy; zmegczenie, stres,
bezsennos¢;

* dziala rewitalizujaco na organizm, dodaje energii

* pomaga w leczeniu chordb zwigzanych ze ztogami zwiazkow
kwasu moczowego w stawach ( reumatyzm, artretyzm, podagra
i podobne);

 reguluje apetyt;

* leczy zmiany skorne 1 wygladza zmarszczki;

* poprawia kondycje wlosow i1 paznokei;

» zapobiega i leczy wczesne stadia nowotworow.



W niektorych chorobach dziatanie kombuchy opdznia przebieg choroby i wybitnie
wspomaga leczenie farmakologiczne. Dotyczy to szczegdlnie chordb nowotworowych i chordb
immunologicznych.

Cel badan.

Przeprowadzono badania na najlepszych, wytypowanych w poprzednich badaniach
wariantach kombuchy tj. z dodatkiem samego chmielu odmiany Marynka oraz chmielu i
zurawiny, w celu opracowania metody przerwania procesu fermentacji przed rozlewaniem
napoju do butelek, przez eliminacj¢ zywych mikroorganizméw pozostajacych w napoju.

Cel ten osiagnigto przez optymalizacje metod utrwalania produktu takich jak
pasteryzacja i mikrofiltracja pod katem uzyskania mozliwie najdtuzszego okresu trwalosci
napoju, zachowujacego znaczna czgs$¢ aktywnosci biologicznej napoju $wiezego. W celu
ograniczenia niekorzystnego wplywu temperatury na wlasciwo$ci napoju okreslono
optymalny czas i temperaturg procesu pasteryzacji. Zarowno pasteryzacje jak i mikrofiltracje
z wykorzystaniem filtrow mikrobiologicznych zastosowano do wyeliminowania kolonii
grzybow 1 bakterii, ktore pozostaty po usunigciu galaretowanej masy, bedacej konglomeratem
tych mikroorganizméw. Zatozono, ze mikrofiltracja pozwoli zachowaé¢ wszystkie walory
prozdrowotne $wiezej kombuchy. Proces mikrofiltracji prowadzono z wykorzystaniem

membran o Srednicy 0,2 pm.

Materialy i metody.

Napoj kombucha z dodatkiem chmielu oraz chmielu i1 Zurawiny zostal wyprodukowany w
gospodarstwie ekologicznym Sylwii Pajak w Jastkowie k/ Lublina.
Badaniom zostaty poddane napoje wyprodukowane we wrzesniu i w pazdzierniku biezacego
roku .Zawieraly one:

1. herbate zielona -10 g, cukier — 100 g, litr wody,

2. herbatg zielona -10 g, cukier — 100 g, litr wody, chmiel odmiany Marynka — 10 g,

3. herbatg zielona -10 g, cukier — 100 g, litr wody, chmiel odmiany Marynka i Zurawing

~po5g



Badaniu zostaty poddane wszystkie napoje, przy czym naapdj numer 1 byl badany po
wyprodukowaniu jak i po 30 i 60 dniach przechowywania w warunkach pokojowych. Napoje
byty poddawane procesowi pasteryzacji w 80°C [3,5] i mikrofiltracji filtrami Vivaflow 50 o
srednicy poréw 0,2um i ponownie badano je mikrobiologicznie.

Przeprowadzono nastgpujace oznaczenia mikrobiologiczne zgodnie z PN-90/A-75052

stosujac podtoza firmy BTL:

e ogolna liczba bakterii mezofilnych w 1 g na agarze odzywczym M [2];

e liczba drozdzy i1 plesni w 1g na agarze z glukoza, ekstraktem drozdzowym i
chloramfenikolem [4]; Przeprowadzono identyfikacj¢ rodzajowa drozdzy w oparciu o
obserwacje makroskopowa kolonii wyrostych na agarze brzeczkowym (wyglad, ksztatt,
wielko$¢, zabarwienie, struktura) i mikroskopowa obserwacje¢ specyficznych cech
morfologicznych (ksztatt, wielko$¢, rodzaj rozmnazania, wytwarzanie pseudogrzybni).
Wyniki z obserwacji pordownywano z danymi literaturowymi [8,10].

e obecnos$¢ bakterii octowych w 1g owocow na brzeczce z dodatkiem etanolu i kwasu

octowego [6].

Wszystkie oznaczenia  wykonywano w dwoch powtdrzeniach i wyliczano $rednie
arytmetyczne z otrzymanych wynikéw.
Z uwagi na fakt ,ze badane napoje miaty niskie pH wynoszace ok. 3, nie byly oznaczane
drobnoustroje tj. Escherichia coli ,Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, beztlenowce
przetrwalnikujace Salmonella spp. , Listeria spp., i Proteusz spp. ,gdyz nie rosna one w tak
kwasnym §rodowisku.

Po inkubacji z wyrostych koloni, drozdzy wykonano szereg posiewow redukcyjnych
w celu uzyskania czystych kultur. Otrzymane pojedyncze kolonie zawieszono w ptynie
fizjologicznym i wykonano serig rozcienczen do10~.
Nastgpnie posiano koncowe rozcienczenia na agar brzgczkowy.
Wykonano preparaty przyzyciowe, i przeprowadzono obserwacje¢ cech
morfologicznych . Drozdze identyfikowano za pomoca testu ID APl 32C.

Z podioza brzeczkowego o 7 Ballinga z kwasem octowym i alkoholem etylowym z
kolbek 0 wyraznym zapachu octu pobrano blonke i przeniesiono rownolegle na podtoze z
ekstraktem drozdzowym i alkoholem, na podtoze z weglanem wapnia [1], i z zielenia
bromokrezolowa [1].

Identyfikacja i okreslenie zawartosci kwasow fenolowych w napoju



W probach przeprowadzono metoda HPLC analiz¢ kwasow fenolowych wolnych i
zwiazanych w probach. 30 ml napoju zostato przesaczone przez bibulg filtracyjna. Probg
poddano odbiatczeniu z acetonitrylem w stosunku 1:1. Po przefiltrowaniu przez filtr
strzykawkowy (o grubosci porow 0,45 pum) analizowano w roztworze zawarto$¢ wolnych
kwasow fenolowych. Analiza zwiazanych kwaséw fenolowych w napojach poprzedzona byta
hydroliza probek. Do 9 ml przesaczu dodano 9 ml wody destylowanej (zawierajacej 120 mg
kwasu askorbinowego i 50 mg EDTA). Nastepnie dodano 5 ml roztworu NaOH o st¢zeniu 10
mol-dm™. Kolbe zamknieto korkiem i pozostawiono na okoto 16 godzin w temperaturze 20
°C. Nastepnie doprowadzono pH probki do wartosci 2,0 za pomoca 36-38% roztworu kwasu
solnego. Uwolnione kwasy fenolowe poddano trzykrotnej ekstrakcji. Do proby dodano 15 ml
mieszaniny 1:1 eteru dietylowego i octanu etylu, schtodzonego do temperatury 0-4 °C i
wytrzasano 10 minut. Zebrane gorne warstwy (eteru z octanem) wraz z kwasami umieszczano
w kolbie stozkowej i przechowywano w temperaturze 0-4 °C bez dostepu $wiatla.
Rozpuszczalniki odparowano catkowicie w wyparce prozniowej. Osad w kolbie rozpuszczono
w 2 ml 100 % metanolu. Przefiltrowano proby przez filtr strzykawkowy (o grubo$ci poréw
0,45 pm) i1 poddano analizie.

Do rozdzialu kwaséw fenolowych wykorzystano zestaw HPLC firmy Gilson, zlozony z:
dwoch pomp ttokowych Gilson 306, detektora DAD typ 170, modutu manometrycznego805,
dynamicznego miksera 811C, petli objetosciowej Gilson 20 mm3 oraz programu
komputerowego UniPoint wersja 3.01. Rozdzialy prowadzono przy uzyciu kolumny z
odwrocona faza Symmetry C18, 5 pum, 4,6 x 250 mm Cartridge (Waterslreland) oraz
prekolumny Symmetry C18 5 um, 8 x 20 mm Cartridge (Waterslreland). Detekcje sygnatu
monitorowano przy db. fali 320 nm, a poniewaz fenolokwasy rozni asi ¢od siebie maksimami
absorpcji rowniez przy dlugosciach fal: 365 nm, 280 nm i1 260 nm, w uktadzie gradientowym,
stosujac jako eluenty: A — 0,1% roztwor kwasu octowego; B — 50% roztwor acetonitrylu.
Identyfikacjei ilosciowe oznaczenie zawartosci fenolokwaséw dokonano w oparciu o
nastepujace wzorce kwasow: galusowego, syringowego, proktokatecholowego, 4-
hydroksybenzoesowego, chlorogenowego, kawowego, pkumarowego, ferulowego,

synapinowego i 2-hydroksycynamonowego na podstawie czasu retenciji.

Oznaczenie zawartos$ci ksantohumolu w badanym napoju



Napoj zostat przefiltrowany przez filtr strzykawkowy (o grubosci poréw 0,45 pm) i poddany
analizie metoda HPLC z wykorzystaniem zestawu HPLC firmy Gilson, ztozonego z: dwdch
pomp ttokowych Gilson 306, detektora DAD typ 170, modulu manometrycznego805,
dynamicznego miksera 811C, petli objetosciowej Gilson 20 mm3 oraz programu
komputerowego UniPoint wersja 3.01. Rozdzialy prowadzono przy uzyciu kolumny z
odwrécona faza Symmetry C18, 5 um, 4,6 x 250 mm Cartridge (Waterslreland) oraz
prekolumny Symmetry C18 5 um, 8 x 20 mm Cartridge (Waterslreland). Detekcje sygnatu
monitorowano przy dt.370 nm w liniowym uktadzie gradientowym, zaczynajac od 40 do 100
% acetonitrylu w 1 % roztworze kwasu mréwkowego przez 15 minut, konczac przez 5 minut
100 % acetonitrylem. Identyfikacji ilosciowej ksantohumolu dokonano w oparciu 0 wzorzec
tego zwiazku.

Ocena sensoryczna napoju

Do oceny wyr6znikdéw organoleptycznych badanych produktéw zastosowano oceng

pigciopunktowa dla sokéw owocowych. Oceng organoleptyczna badanych napojow
przeprowadzil 7-osobowy zespol, ktorego czlonkowie spelniali wymagane minimum
wrazliwo$ci sensorycznej. Pomieszczenie do badan bylo czyste, odpowiednio o§wietlone i
panowata w nim wymagana temperatura. Przy ocenie brano pod uwagg nastgpujace

wyrdzniki: wyglad, barwa, zapach oraz smak.

Wyniki

Tab. 1 Wyniki analizy mikrobiologicznej badanych napojoéw

Napoj nrl Napgj nr 2 Napgj nr 3

Liczba
drozdzy (w 1 5,92 x10° 3,7x10° 7,21x10°
cm® produktu)

Ogolna liczba
drobnoustrojow
(wlcm?
produktu)

4,87x10° 6,52x10° 5,64x10°

Tab. 2 Wyniki analizy mikrobiologicznej ptynu nr 1 po przechowywaniu w temperaturze
pokojowe;j.




. . Napoj nrl po 60
Napoj nr 1 swiezy Napoj nr 1 po 30 d_nlach dniach
przechowywania .
przechowywania
Liczba drozdzy
(w 1cm? 5,92 x10° 7,9x 10° 5,16x10°
produktu)
Ogolna liczba
drobnoustrojow 4,87x10° 6,38x10° 4,18x10°
(wlcm
produktu)

Najwigksza liczbg ogdlna drobnoustrojow okreslono w napoju nr 2, najmniej w napoju nr 1
(tab. 1). Liczba drozdzy plasowata si¢ miedzy 7,21x10° a 3,7x10° i najwigcej bylo tych
drobnoustrojow w napoju wzbogaconym chmielem, a najmniej w napoju z zurawina (tab. 1).
Po przechowywaniu napoju stwierdzono wzrost liczby zarowno drozdzy jak 1 innych
drobnoustrojow (tab. 2). W produkcie $wiezym liczba drozdzy wynosita 5,92 x 10°a po 60
dniach 5,16 x 10°. Ogolna liczba drobnoustrojow wynosita odpowiednio w napoju §wiezym
4,87x 10° a po 60 dniach przechowywania 4,18x 10°.

Po przeprowadzonej pasteryzacji i mikrofiltracji we wszystkich napojach nie zaobserwowano
wzrostu zadnych drobnoustrojow.

Wzrost bakterii octowych w postaci zwartej grzybni na powierzchni brzeczki i

intensywnego zapachu kwasu octowego uzyskano we wszystkich probach.

Wykonano preparat Grama. Po wybarwieniu w preparacie zaobserwowano Gram ujemne
pateczki.

Wykonano test na katalaze.[ 8] Uzyskano wynik dodatni.

e Podloze z zielenia po 24 h zmienilo barwg z niebieskozielonej na z6tta zaréwno przy
badanym szczepie jak i wzorcowym. Swiadczy to ze bakterie wytwarzaja kwas octowy z
alkoholu .Po 72 godzinach zabarwienie ponownie zmienito si¢ na zielononiebieskie,
poniewaz szczepy Acetobacter dalej utleniaja kwas octowy do dwutlenku wegla.[1].

e Na podtozu ptynnym z ekstraktem i etanolem sprawdzono czy szczep wytwarza celulozg
w celu ustalenia czy jest to Acetobacter xylinum. Po inkubacji wytworzyt si¢ kozuszek, ktory
umieszczono na szkietku podstawowym, barwiono przez kilka minut ptynem Lugola, ptukano
woda i dodano kilka kropli 50% kwasu siarkowego. Pod mikroskopem nie zaobserwowano

wytworzonych nitek celulozy ktore powinny wybarwic¢ si¢ na kolor jaskrawoniebieski.[1].




e Na podtozu z mleczanem wapniowym szczep wyrdst w postaci jasnokremowych kolonii
otoczonych strefa przeja$nienia, podobnie jak szczep wzorcowy. Nie zaobserwowano
metnej strefy wytraconego weglanu wapniowego[1].

e Na podtozu statym z ekstraktem, weglanem wapnia i etanolem szczep wyrost w postaci
jasnokremowych kolonii otoczonych strefa przejasnienia.

Wyniki te wskazuja ze wyizolowany szczep bakterii nalezy do rodzaju

Glukonacetobacter.

Wyizolowano sze$¢ roznych rodzajéow drozdzy. Po 24-48h.1dentyfikowano drozdze za

pomoca testow ID API 32C.[9]

Identyfikacja biochemiczna

Szczep nr | asymilowat cukry:
Galaktoza +
Metylo-D-glukopiranozyd +
D-celobioza +
Glukoza +
Reszta cukrow nie byta asymilowana. Na podstawie tych wynikoéw nie mozna byto stwierdzié
jednoznacznie jaki to gatunek. Podobne wyniki daja drozdze Dekkera intermedia.
Szczep nr I po 48h asymilowat cukry:
Galaktoza +
N-nacetylo-glukozamina +
D-celobioza +
Glukoza +
Podobne wyniki daja drozdze Dekkera anomala.
Szczep nr 111 asymilowat tylko D- sorbitol 1 jak wszystkie pozostate szczepy glukozg.
Najbardziej przyblizone cechy do rodzaju Zygosaccharomyces.
Szczep o tych wlasciwosciach wg systematyki Kregera-van Rija to Zygosaccharomyces
bisporus.
Szczep nr IV asymilowal N-acetylo-glukozaming, kwas mlekowy,glukozg i glicerol.
Te wyniki najbardziej zblizone sa do rodzaju Candida.
Szczep nr V asymilowat tylko kwas mlekowy, glukozg i glicerol. Wskazuje to na

Candida inconspicue.



Szczep nr VI asymilowat sacharoze, N-acetyloglukozaming, kwas mlekowy,
glukozaming, nie wykazat wrazliwos$ci na aktidion. Wyniki te nie pozwalaja jednoznacznie
okresli¢ gatunku .Badania genetyczne wykazaty ,ze jest to Candida ethanolica.

Zidentyfikowane szczepy I, Il, 1l i VI byly obecne we wszystkich napojach. Szczep

IV 1V izolowano tylko z napoju nr 3 wzbogaconego zurawina.

Zawarto$¢ kwasow fenolowych i ksantohumolu w napoju

Badane napoje sa cennym zrodtem kwasow fenolowych. Do najczesciej oznaczanych
kwasow  nalezaty:  chlorogenowy, kawowy, p-kumarowy, synapinowy i 2-
hydroksycynamonowy. Zawartos¢ jakosciowa i ilosciowa oznaczanych kwasow byta bardzo
zréznicowana. Najwigksza liczbe badanych kwasow, zaréwno wolnych, jak i zwiazanych,
oznaczono w probach utrwalonych poprzez mikrofiltracj¢. Dodanie do napoju Zurawiny
przyczynito si¢ do wzbogacenia produktu w kwas 4-hydroksybenzoesowy, ktory nie
wystgpowal w napoju bez dodatku tego owocu. Préby te zawieraly takze zwigkszona ilos¢
kwasu 2-hydroksycynamonowego w poréwnaniu z probami z chmielem, jednakze ten kwas

okazat si¢ wrazliwy na proces mikrofiltracji (tab 3).

Tab. 3. Zawarto$é kwasoéw fenolowych wolnych i zwiazanych w pmol-ml™

Kwasy fenolowe Swiezy Pasteryzacja | mikrofiltracja
galusowy 34,95 24,46
Syringowy
4-
hydroksybenzoesowy
chlorogenowy 2,40
% Kawowy 0,56 0,32
§ = p-kumarowy 1,39 1,52
8 Ferulowy 0,89 1,34
Synapinowy 0,73
2- 2,12 0,71
hydroksycynamonowy
o galusowy 30,40
'g Syringowy 0,29 82,81
S -




hydroksybenzoesowy
chlorogenowy
Kawowy
p-kumarowy 2,10
Ferulowy 0,18 1,34
Synapinowy 0,23 0,28
2- 18,69 38,43 25,73
hydroksycynamonowy
galusowy 24,92 22,97
Syringowy
4- 331,00
hydroksybenzoesowy
chlorogenowy 1,76
% Kawowy 0,23
= p-kumarowy 1,22 2,67
Ferulowy 0,72 0,64
Synapinowy 1,67 0,34
§ 2- 2,16 0,27
g hydroksycynamonowy
E galusowy
2
g Syringowy 15,38
°© 4- 10384,10 7540,37 11408,21
hydroksybenzoesowy
o chlorogenowy 1,11
§ Kawowy 2,25 1,24
5 p-kumarowy 0,83
Ferulowy 2,62 2,33
Synapinowy 0,86 0,76 1,43
2- 208,32 193,27
hydroksycynamonowy

Chmiel jest zrodtem ksantohumolu z grupy prenyflawonoidow, zwiazku cennego pod

wzgledem prozdrowotnym. Wzbogacenie napoju w chmiel spowodowalo obecno$¢ tego




zwiagzku w analizowanych probach. W probach z samym chmielem stwierdzono ilo$¢
ksantohumolu na poziomie ok. 40 pg-dm™, przy czym proces utrwalenia nie miat wptywu na
jego zawartos¢. Trochg wigksza ilo§¢ ksantohumolu stwierdzono w probach z dodatkiem
zurawiny (tab 4). Jednak w przypadku obu napojow zawartos¢ tego zwiazku byta za niska,

aby przypisa¢ mu dzialanie chemoprewencyjne wynoszace 5 mg-dm‘s.

Tab. 4 Zawarto$é ksantohumolu w napojach [pg-dm?]

Rodzaj napoju Swieza Pasteryzacja mikrofiltracja
chmiel 39,86 40,14 41,36
chmiel i Zurawina 48,48 50,64 55,90

Tab. 5. Zawarto$¢ kwasu glukuronowego i alkoholu w napoju

Produkt kwas
. Etanol [%
Lp Utrwalanie (V)] glukuronowy

Dodatek [g/L]
Kombucha z chmielem i

1| Zurawing Swieza 1,86 1,80
Kombucha z chmielem i

2 | zurawing mikrofiltracja 1,86 1,45
Kombucha z chmielem i

3| zurawing pasteryzacja 0,76 0,64

4 [ Kombucha z chmielem Swieza 1,95 1,82

5| Kombucha z chmielem mikrofiltracja 1,80 1,86

2 | Kombucha z chmielem pasteryzacja 0,55 0,56

Zawarto$¢ bardzo cennego kwasu glukuronowego jest w napoju bardzo duza i1 tylko

nieznacznie zmniejszyta si¢ po mikrofiltracji w napoju z dodatkiem Zurawiny, natomiast z
dodatkiem samego chmielu utrzymala si¢ na tym samym poziomie co w $wiezej probie.
Znaczacy spadek zawarto$ci kwasu glukoronowgo zanotowano po pasteryzacji (tab. 5).

Zawarto$¢ alkoholu zmniejszata si¢ tylko po pasteryzacji (tab.5).

Ocena sensoryczna napoju

Wyniki przeprowadzonej oceny cech sensorycznych przedstawiono w tabeli 6. Najlepsza
not¢ otrzymata kombucha z chmielem 1 zurawina po pasteryzacjii po 30 dniach
przechowywania oraz

kombucha z chmielem po mikrofiltracji po 30 dniach

przechowywania.

Tab. 6 Ocena sensoryczna kombuchy



Kombucha z chmielem
i zurawing po
mikrofiltracji po 30 | 15,9+1,45
dniach
przechowywania

Kombucha z chmielem
i zurawing po
mikrofiltracji po 60| 13+1,06
dniach
przechowywania

Kombucha z chmielem
po mikrofiltracji po 30
dniach
przechowywania

17,6+1,35

Kombucha z chmielem
po mikrofiltracji po 60
dniach
przechowywania

15,7+1,77

Kombucha z chmielem
i zurawing po
pasteryzacjii po 30 | 18,7+0,82
dniach
przechowywania

Kombucha z chmielem
i zurawing po
pasteryzacjii po 60 | 16,3+1,83
dniach
przechowywania

Kombucha z chmielem
po pasteryzacjii po 30
dniach
przechowywania

16,8+0,79

Kombucha z chmielem
po pasteryzacjii po 60
dniach
przechowywania

16,5+0,73
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