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Primena ¢&ajna (gljive je sve Vvise
rasprostranjena u svetu i koristi se za
dobijanje fermentisanog €ajnog napitka, sa
potencijalnim  terapeutskim  svojstvima.
Poznato je da ¢ajnu gljivu Cini simbioza
sircetnih bakterija i kvasaca, ali su prisutne
vrste veoma raznovrsne, zavisno od porek-
la i geografskog regiona. ldentifikacijom
prisutne mikroflore €ajne gljive moze se
pokazati tipicnost same gljive, po kojoj se
razlikuje od drugih. S obzirom da je
dobijanje ¢ajnog napitka primenom cajne
gljive poznato veoma dugo, kao inovacija
se javlja pitanje mogucnosti dobijanja
fermentisanog mle¢nog napitka.

U tom smislu, u radu je izvrSena izo-
lacija i identifikacija mikroflore ¢ajne gljive,
pri éemu je utvrdeno prisustvo siréetnih
bakterija Acetobacter aceti, Acetobacter
pasteurianus, Gluconobacter xylinum i kva-
saca koji pripadaju rodovima Saccharo-
myces, Candida i Kloeckera. Za dobijanje
fermentisanog mle€¢nog napitka, primenjeni
su inokulumi: fermentisani ¢aj, retentat
dobijen ultrafiltriranjem i koncentrat dobijen
uparavanjem, u mleku sa razli¢itim sadr-
Zajem mlec¢ne masti (0,9%,1% i 2,2%) i
razli¢itim koncentracijama (10% i 15% ¢aj-
nog napitka i retentata i 1,5% i 3% kon-
centrata).

Ispitana je sposobnost rasta siréetnih
bakterija i kvasaca u deset razli¢itih va-
rijanti fermentisanih mle¢nih napitaka, gde
je najbolja aktivnost bila u prisustvu 2,2%
mlecne masti a vijabilnost sir¢etnih bakte-
rija i kvasaca pokazala se veoma dobrom
u toku 15 dana cuvanja fermentisanog
mle¢nog napitka na 4°C.

*Rad je deo istrazivanja u okviru projekta TR
20008 "Funkcionalni fermentisani mle¢ni napitak
— nova tehnologija” koji finansira Ministarstvo za
nauku i tehnoloski razvoj Republike Srbije.
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KARAKTERIZACIJA MIKROFLORE
KOMBUHE U FERMENTISANIM MLECNIM

NAPICIMA*

Sa mikrobioloSkog aspekta, primena
¢ajne gljive u proizvodnji fermentisanih
mle¢nih napitaka daje osnov za dobijanje
novog fermentisanog mle€nog proizvoda,
ali neophodna su dalja istrazivanja sa
hemijskog, tehnoloSkog, nutritivnog i
senzornog aspekta.

Kljuéne reci: ¢ajna gljiva « sirCetne bakte-
rije « kvasci « fermentisani mlecni napici

uvobD

Napitak od ¢ajne gljive ili kombuhe
je proizvod fermentacije simbiotske
zajednice kvasaca i sir¢etnih bakterija,
nastao fermentacijom zasladenog ze-
lenog ili crnog €aja. Ovaj proizvod ima
najsiru primenu u Kini, Rusiji, Japanu,
a poslednjih godina Siri se na celu Ev-
ropu, SAD i Australiju. Razlog ovakvoj
ekspanziji popularnosti ovog napitka
je sve veci broj preporuka njene pri-
mene kod jaanja imunosistema, suz-
bijanja artritisa, prevenciji karcinoma i
dr. Medutim, mora se naglasiti da po-
vec€ani interes za zdravstvene efekte
€ajne gljive pobuduje sve vedi broj is-
traZivanja, ali joS uvek ne postoje &vr-
sti naucni dokazi (Greenwalt i sar.
2000).

Ovakve pretpostavke pobuduju is-
trazivanja u oblasti identifikacije mik-
roflore kombuhe, kao i njene spo-
sobnosti rasta na razli¢itim supstra-
tima, o €emu svedoCe veliki broj lite-
raturnih podataka (Zahoor i sar.,
2006, Blanc, 1996, Loncar i sar.,
2001). Medutim, o sposobnosti rasta
mikroflore ajne gljive u mleku skoro
da nema podataka, $to otvara novo
polje istrazivanja o moguénosti njene
primene za dobijanje novih fermen-
tisanih mle¢nih napitaka. Kako su
trendovi u razvoju novih tehnologija
funkcionalne hrane sve aktuelniji, pro-

izvodnja fermentisanih mle¢nih napi-
taka primenom c¢ajne gljive bi mogla
imati zna€ajnog udela u ovoj oblasti
(Milanovic i sar., 2002).

Cilj ovog rada bio je da se iden-
tifikuje mikroflora Cajne gljive i ispita
mogucénost njene primene za proiz-
vodnju novog fermentisanog mle¢nog
napitka, koji pripada grupi proizvoda
visoke nutritivne vrednosti.

MATERIJAL | METODI

U radu je izvrSena izolacija i iden-
tifikacija sir¢etnih bakterija i kvasaca
iz tri razliita inokuluma ¢ajne gljive
(¢ajni napitak, retentat dobijen ultra-
filtracijom i koncentrat dobijen upara-
vanjem). Ovi inokulumi su primenjeni
u proizvodnji fermentisanih mlecnih
napitaka sa razli¢itim sadrzajem mle¢-
ne masti (0,9%, 1% i 2,2%). Inokula-
cija mleka je izvrSena sa 10% i 15%
inokuluma €ajnog napitka, 10% i 15%
retentata dobijenog ultrafiltracijom i
1,5% i 3% koncentrata dobijenog upa-
ravanjem. Na ovaj nacin dobijeno je
deset razli¢itih fermentisanih mle¢nih
napitaka u kojima je pracen broj pri-
sutnih Celija kvasaca i siretnih bak-
terija.

Izolacija, a kasnije i odredivanje
broja ¢elija sir¢etnih bakterija i kvasa-
ca izvrSena je zasejavanjem na od-
govarajuéim selektivnim podlogama.
Za rast sir¢etnih bakterija koriS¢ena je
GYC podloga sledeceg sastava: 10 g
kvaS&evog ekstrakta, 50 g glukoze, 30
g CaCOs;, 25 g agar agara. Za rast
kvasaca primenjena je selektivha pod-
loga Saburov maltozni agar (,Torlak")
koji sadrzi 10 g peptona i 40 g mal-
toze. Za izolaciju Cistih kultura bak-
terija i kvasaca izvrSeno je zasejava-
nje na odgovarajucéim selektivnim pod-
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logama i inkubacija na 30°C. Pojedi-
nacne kolonije su pikirane i presejane
na Saburov maltoznom agar za kvas-
ce, a na GYC agaru samo one koje
daju prosvetliene zone oko nastalih
kolonija. Bojenjem po Gramu je pro-
verena Cistoca izolovanih kultura. Za
karakterizaciju siréetnih bakterija, ispi-
tano je prisustvo enzima katalaze, ka-
talaza testom, sposobnost rasta u
anaerobnim uslovima, sposobnost ok-
sidacije etanola do siréetne kiseline
(De Ley, 1984), oksidacije acetata do
CO2 i HxO, (Swings, 1992) kao i
sposobnost koriS¢enja Na-acetata,
metanola i etanola kao izvora uglje-
nika (De Ley, 1984). Za identifikaciju
siréetnih bakterija primenjen je bio-
hemijski niz APl 20 NE sistem (Bio
Merieux France), za Gram negativne
Stapi¢aste bakterije. lIzolati su pri-
premljeni prema protokolu proizvo-
daca, a ocitavanje je izvrSeno pri-
menom API LAB PLUS softverskog
sistema.

Za preliminarnu identifikaciju kva-
saca za svaki izolat je ispitana spo-
sobnost stvaranja laznih micelija za-
sejavanjem na krompirovom agaru
(Lodder, 1974), a zatim je identifika-
cija izvrSena na osnovu biohemijskog
niza primenom APl 20C AUX sistema
za kvasce (Bio Merieux France), pri
¢emu su izolati pripremljeni i zasejani
u stripove prema protokolu koje je
preporucio proizvodaé&. Posle inkuba-
cije stripova na 30°C, izvrSeno je oCi-
tavanje stripova, a i identifikacija je ut-
vrdena primenom softverskog sistema
API LAB PLUS.

Promene broja prisutnih kvasaca i
siréetnih bakterija u uzorcima fermen-
tisanih mle¢nih napitaka, ¢uvanih na
4°C u toku 15 dana, utvrdene su pri-
menom klasi¢ne metode razredenja i
ve¢ pomenutih selektivnih podloga.

REZULTATI | DISKUSIJA

Izdvojene Ciste kulture siréetnih
bakterija i kvasaca proverene su pre-
paratom po Gramu, pri ¢emu su
utvrdene i morfoloSke karakteristike
izolovanih celija. Karakteristike siréet-
nih bakterija koje su znacajne za nji-
hovu identifikaciju date su u tabeli 1.

Identifikacijom siréetnih bakterija
primenom APl 20 NE sistema, u sva
tri uzorka inokuluma utvrdeno je pri-
sustvo tri vrste sir¢etnih bakterija:
Acetobacter aceti, Acetobacter paste-
urianus i Gluconobacter xylinum.

Mikrobioloski sastav siréetnih bak-
terija moze da varira zavisno od geo

Tabela 1: KARAKTERISTIKE SIRCETNIH BAKTERIJA IZOLOVANIH 1Z CAINE

GLJIVE
Table 1: CHARACTERISTICS OF ACETIC ACID BACTERIA ISOLATED FROM TEA
FUNGUS
KARAKTERISTIKE G/ucon'obacter Acetobapter Acetobgcter
xylinus aceti pasteurianus
Bojenje po Gramu - - -
Katalaza + + +
Odnos prema 02 Aerobna bak. Aerobna bak. Aebr;)lt()na
Oksidacija etanola do + + +
siréetne kis.
Oksidacija acetata do + + +
CO,i HO
Na-acetat kao izvor C -
Etanol kao izvor C -
Metanol kao izvor C -
grafskog porekla. Medutim rodovi jim fizioloSkim karakteristkama zna-

Acetobacter i Gluconobacter su naj-
rasprostranjeniji u kulturama kombu-
he. Mnoga istrazivanja su potvrdila da
je Gluconobacter xylinum primarna
bakterija u ovoj simbiozi (Sievers i
sar., 1995), a takode i prisustvo vrste
Acetobacter aceti (Zahoor i sar.,
2006).

Na osnovu identifikacije kvasaca
koja je obuhvatala sposobnost stvara-
nja pseudomicelija i fermentacije raz-
li¢itih Secera, na kojoj je bazirana de-
terminacija API 20 C AUX sistemom,
utvrdeno je prisustvo rodova: Saccha-
romyces, Candida i Kloeckera. Mikro-
flora kvasaca je mnogo raznovrsnija u
odnosu na sircetne bakterije, tako da
se u istrazivanjima razli¢itih autora po-
javijuje veliki broj razlicitih rodova

¢ajno razlikovala od sliénih vrsta Zy-
gosaccharomyces bailii i Zygosaccha-
romyces lentus.

Ispitivanjem ukupnog broja pri-
sutnih sir¢etnih bakterija i kvasaca
utvrdeno je da se ukupan broj kvasa-
ca u sva tri uzorka inokuluma kretao u
intervalu od 10° do 10° cfu/ml, pri Ce-
mu je najvedi broj utvrden u retentatu,
a kod uparenog inokuluma je broj naj-
maniji. To je i o€ekivano s obzirom na
uticaj temperature pri postupku upara-
vanja. Broj siréetnih bakterija bio je
priblizan u sva tri uzorka i kretao se
10%-10% cfu/mL (tabela 2).

Rezultati ukupnog broja siréetnih
bakterija i kvasaca u fermentisanim
mle¢nim napicima prikazani su u ta-
beli 3.

Tabela 2: UKUPAN BROJ SIRCETNIH BAKTERIJA | KVASACA U INOKULUMU CAJNE

GLJIVE

Table 2: ACETIC ACID BACTERIA AND YEASTS TOTAL CELL COUNT IN

TEA FUNGUS INOCULUM

INOKULUM Sir¢etne bakterije Kvasci
broj ¢elija/mL broj ¢elija/mL
1. &ajni napitak 1x10° 42x10°
2. retentat 2x10° 8 x10°
3. koncentrat 1x10° 1x10°

(Herrera i Calderon-Villagomez,1989).
Ai Leng Teoh i sar. (2004) utvrdili su
prisustvo Zygosaccharomyces bailii,
Schizosacharomyces pombe, Rhodo-
torula, Brettanomyces, Candida. May-
ers i sar., (1995) pokazali su da su
naj¢esc¢i rodovi kvasaca koji se javljaju
u sastavu uzoraka kombuhe sakup-
lienih iz razli¢ith regiona Nemacke,
najéeSée Saccharomyces i Zygosac-
charomyces. Steels i sar., (2002) su
utvrdili specificnost vrste Zygosaccha-
romyces kombuchaensis koja se svo-

Evidentno je da u fermentisanim
mle¢nim napicima sa sadrzajem mle¢-
ne masti od 0,9% i 1% nisu utvrdene
znacajne razlike u broju siréetnih bak-
terija, dok je u fermentisanom napitku
sa 2,2% mle€ne masti, broj sir¢etnih
bakteriia bio znatno vedi i kretao se od
10%-10 , zavisno od koncentracije in-
okuluma. Isti uticaj sadrzaja mlecne
masti je utvrden i u odnosu na broj
prisutnih kvasaca, tako da je ovaj broj
najve¢i u fermentisanom napitku sa
2,2% mle¢ne masti. Takode je poka-
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Tabela 3: UKUPAN BROJ SIRCETNIH BAKTERIJA | KVASACA U FERMENTISANIM

MLECNIM NAPICIMA

Table 3: TOTAL COUNT NUMBER OF ACETIC ACID BACTERIA AND

YEAST IN FERMENTED MILK BEVERAGE

FERMENTISANI Siréetne bakterije Kvasci
MLECNI NAPICI broj éelija/mL broj éelija/mL
Sa 0,9 % mle¢ne masti
1. 10% inokuluma 2 x 10° 56 x10°
2. 15% inokuluma 2,7 x10° 9x10°
3. 10% retentata 45x10° 9x10°
4. 15% retentata 1,7 x 10° 9x10°
5. 1,5% koncentrata 6 x 107 3,3x10"
6. 3% koncentrata 7,6 x10" 1x10°
Sa 1% mle¢ne masti
7. 10% inokuluma 2 x10° 1,7 x 10°
8. 15% inokuluma 2 x 10° 45x10°
Sa 2,2 % mle¢ne masti
9. 10% inokuluma 7x10° 1,3x 10°
10. 15% inokuluma 2,5x 107 5x 10°

zano da je u napicima koji su ino-
kulisani retentatom i uparenim kon-
centratom ¢&ajne gljive, broj siréetnih
bakterija i kvasaca ve¢i nego u napit-
ku koji je inokulisan ¢ajnom gljivom
bez primene ovih tretmana.

Interesantni su podaci poredenja
broja celija prisutne miktroflore u fer-
mentisanom ¢aju (koji je u radu prime-
njen kao inokulum) i fermentisanom
mlec¢nom napitku (tabela 4).

njenicom da je crni €aj kompleksan
rastvor, koji sadrzi razliite metil ksan-
tane, polifenole i druga brojna jedi-
njenja, od kojih neka mogu imati in-
hibitorni efekat na rast organizama
(Taylor i McDowell, 1993).

Utvrdivanje vijabilnosti siréetnih
bakterija i kvasaca tokom ¢uvanja fer-
mentisanog mle¢nog napitka na 4°C
je od velike vaznosti ako se ima u vidu
znaCaj odredivanja duZine roka tra-

Tabela 4: POREDENJE UKUPNOG BROJA MIKROORGANIZAMA CAJNE
GLJIVE U CAINOM | MLECNOM NAPITKU
Table 4: COMPARASION OF TEA FUNGUS MICROORGANISMS TOTAL
CELL COUNT IN TEA AND MILK FERMENTED BEVERAGES

Supstrat Mikroorganizmi Ukupan broj (cfu/mL)
Cajni napitak Sir¢etne bakterije 1,52 x10£2
Kvasci 3,5x10
Mieni napitak Sircetne bakterije 1,52 x1 (f
Kvasci 1,2 x10

Broj ¢elija kvasaca u mleénom na-
pitku je nizi u odnosu na broj u &aju,
Sto je verovatno posledica slabije
sposobnosti prisutne mikroflore kva-
saca da fermentiSe laktozu iz mleka
(Malbasa i sar., 2008, 2009).

Nasuprot tome, broj sir¢etnih bak-
terija u mleCnom napitku veci je u od-
nosu na €aj, $to se moze objasniti Ci-

janja fermentisanih mle¢nih napitaka.

Sposobnost prezivljavanja prisut-
nih mikroorganizama tokom ¢&uvanja
mleénog napitka na temperaturi od
4°C u toku 15 dana, prikazana je u
tabeli 5.

Utvrdeno je da prisutna mikroflora
kvasaca i siréetnih bakterija veoma
dobro podnosi temperaturu hladenja

Tabela 5: PROMENE BROJA KVASACA | SIRVCETNIH BAKTERIJA TOKOM
CUVANJA FERMENTISANOG MLECNOG NAPITKA PRI

TEMPERATURI OD 4°C

Table 5: YEAST AND ACETIC ACID BACTERIA CELL COUNT CHANGES
DURING FERMENTED MILK BEVERAGE STORAGE AT 4°C

Ukupan broj 0. DAN 10. DAN 15. DAN
Sir¢etne bakterije 1,52 x103 1,1x 103 9,4 x10?
Kvasci 1,2 x1 0? 4,4 x102 1,8 x102
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od 4°C, sto potvrduje veoma blag
trend opadanja broja sir¢etnih bak-
terija (1,52x10% 9,4x10°cfu/mL), dok
se broj kvasaca uz neznatna variranja
odrzavao na nivou od 10%cfu/mL. Do-
bijeni podaci o vijabilnosti mikroorga-
nizama c¢ajne gljive u fermentisanom
mle¢nom napitku ukazuju na mogucé-
nost dubljih istrazivanja sa hemijskog,
mikrobioloskog, nutritivnog i senzor-
nog aspekta, sa ciliem dobijanja novih
fermentisanih mle¢nih proizvoda koji
bi doprineli proSirenju asortima raz-
voju novih tehnologija.

ZAKLJUCAK

Na osnovu izolacije i identifikacije
kvasaca i siréetnih bakterija iz €ajne
gljive, utvrdeno je da mikrofloru sircet-
nih bakterija sacinjavaju vrste Ace-
tobacter aceti, Acetobacter pasteuri-
anus i Gluconobacter xylinum. Od
kvasaca utvrdeno je prisustvo vrsta
koje pripadaju rodovima Saccharomy-
ces, Candida i Kloeckera.

U fermentisanim mle¢nim napici-
ma prizvedenim sa razliitim sadrza-
jem mle€ne masti, utvrdeno je da je
najbolji porast mikroorganizama ¢ajne
gljive postignut u fermentisanom mle-
¢nom napitku sa 2,2% mle¢ne masti.

U napicima koji su inokulisani re-
tentatom i uparenim koncentratom
Cajne dljive, broj siretnih bakterija i
kvasaca je bio veéi nego u napitku koji
je inokulisan €ajnom gljivom bez pri-
mene ovih tretmana.

Poredenjem broja prisutnih mikro-
organizama kombuhe u fermentisa-
nom ¢aju i mle€nom napitku pokazano
je da je broj kvasaca veéi u €aju, a
siretnih bakterija u mleku.

Utvrdivanjem vijabilnosti mikroor-
ganizama u fermentisanom mle¢nom
napitku tokom 15 dana &uvanja na
temperaturi od 4C, ustanovljeno je da
ovi uslovi Guvanja nemaju znacajan
uticaj na promene broja prisutne
mikroflore.

Dalja istrazivanja u ovoj oblasti bi
mogla doprineti proSirenju asortimana
i razvoju novih tehnologija fermenti-
sanih mle¢nih proizvoda.
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF KOMBUCHA MICROFLORA IN FERMENTED MILK
BEVERAGES

'Zorica T. Radulovi¢, 2Mirela D. llicie, 1Dralgoslaval D. Radin, 'Duganka D. Paunovic,
'Nemanja L. Mitrovi¢, "Milica M. Petrusié, 'Dragojlo B. Obradovié

1University of Belgrade, Faculty of Agriculture
2University of Novi Sad, Faculty of Technology

Application of tea fungus has been increasing world-wide as it is useful for
obtaining fermented tea beverages with potential therapeutic characteristics. It is
known that tea fungus is composed of acetic acid bacteria and yeasts, but involved
species in these consortia are various, depending on its origin and the geographical
region from which it comes from. By identifying present microflore of some tea fungus,
it is possible to show its typicality and differentiate it from others. Considering that
obtaining tea beverages by application of tea fungus has been known for a long time,
possibility of fermented milk beverages appeared as an innovative question.

Hence, in this paper isolation and identification of tea fungus microflore, where
presence of acetic acid bacteria Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Glu-
conobacter xylinum and yeasts belonged to the genera Saccharomyces, Candida and
Kloeckera was noted, has been carried out. For the making of fermented milk
beverages, subsequent inoculums were applied: fermented tea, retentate obtained by
ultrafiltration and concentrate obtained by evaporation in milk with different fat content
(0.9%, 1% and 2.2%) and different concentration (10%, 15% fermented tea and reten-
tates and 1.5%, 3% concentrates). Growth ability of acetic acid bacteria and yeasts in
10 different fermented milk beverages was examined, and best activity was detected
in the sample with 2.2% milk fat. During 15 days storage of the fermented milk be-
verages at 4°C, viability of acetic acid bacteria and yeasts was very good. From
microbiological aspect, application of tea fungus in fermented milk beverages pro-
duction could be the base for obtaining new fermented milk beverages, but additional
research of the chemical, technological, nutritive and sensorial aspects are necessary.
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