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Ispitivanje sadr`aja
flavonoidnih i fenolnih
komponenti tokom
fermentacije kombuha ~aja
(Cembuya orientalis)

U radu je ispitivan i me|usobno pore|en sadr`aj

fenolnih i flavonoidnih komponenti u zelenom, crnom

i belom ~aju, kao razli~itim medijumima, tokom

fermentacije ~ajne gljive kombuhe. Rezultati su po-

kazali da sva tri ~aja sadr`e ove komponente. Kon-

centracije fenola u uzorcima zelenog, crnog i belog

~aja su redom iznosile: (0.065±0.004), (0.032±0.001)

i (0.059±0.003) mg/mL, dok su koncentracije flavo-

noida istim redom iznosile (0.59±0.02), (0.32±0.03) i

(0.47±0.01) mg/mL. Utvr|eno je da statisti~ki zna-

~ajna razlika u koncentracijama fenola i flavonoida,

postoji izme|u zelenog i crnog ~aja (u korist ze-

lenog), kao i izme|u belog i crnog ~aja (u korist

belog). Najve}a koncentracija teaflavina je skoncen-

trisana u belom ~aju (0.113±0.009), dok je u crnom

~aju detektovana najve}a koncentracija tearubigina

(2.44±0.03). Pokazano je da su se zeleni i beli ~aj

pokazali kao najbolji medijumi sa najve}im koncen-

tracijama ovih antioksidantnih komponenti, za koje

je dokazano protektivno dejstvo kod razli~itih vrsta

kancera, i ta ~injenica ukazuje na {iroku mogu}nost

njihove primene.

Uvod

Kombuha je japanska ~ajna pe~urka sastavljena
od `elatoidne membrane u obliku diska. Za vreme
procesa fermentacije, ona deluje razli~itim kom-
pleksnim reakcijama i stvara mle~nu i glukoronsku
kiselinu, vitamine C i B, aminokiseline i antibiotske
sastojke koji joj daju lekovito svojstvo, blagotvorno
za ~ove~iji organizam. Kombuha je poznata i pod
nazivom ~ajna gljiva. Potrebno je razjasniti da ne

predstavlja gljivu u pravom smislu te re~i, nego
simbiozu razli~itih vrsta bakterija sir}etnog vrenja
(Acetobacter xylinum, Acetobacter aceti, Glucono-

bacter oxidans) i autohtonih vrsta kvasaca (Sac-
charomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii,
Schizosaccharomyces pombe, Candida stellata, Toru-
laspora delbrueckii, Rhodotorula mucilaginosa, Bret-

nomyces bruzellensis). (Markov et al 2003.) Sam
napitak nastaje fermentacijom ~aja (Camelia sinensis

L. (Thea sinensis) zasla|enog saharozom u najve}em
broju slu~ajeva, mada se kao izvor ugljenika mo`e
primeniti i neki drugi {e}er. Dokazano je prisustvo
vitamina (B1, B2, B6, B12, C), enzima (invertaza,
amilaza, katalaza) i komponenti ekstrahovanih iz
crnog ~aja (katehini, teaflavini, flavonoli). Teaflavini
i tearubigini predstavljaju derivate polifenola prisutne
u crnom ~aju za koje je dokazano protektivno dejstvo
ovih polifenolnih jedinjenja kod razli~itih vrsta kan-
cera. (Stoner i Mukhtar 1995; Yang et al. 2002.;
Yang et al. 2001; Yang i Wang 1993; Mattila et al.
2004)

Cilj ovog rada je odre|ivanje koncentracija flavo-
noidnih i fenolnih (teaflavina i tearubigina) kom-
ponenti tokom fermentacije ~ajne gljive kombuhe,
kao i njihovo pore|enje u razli~itim medijumima
(crni, zeleni i beli ~aj) u kojima je gljiva gajena.

Materijal i metode

Medijumi u kojima je kombuha gajena su bili
zeleni, crni i beli ~aj koji pripadaju biljki Camellia

sinensis (Thea sinensis).
Priprema kombuha ~aja. 1.2% ~aja je dodato u

1 L vrele vode, gde je nakon 5 min. klju~anja sadr`aj
proce|en kroz sterilnu gazu. Nakon toga, 10% ras-
tvor saharoze pome{an je sa toplim ~ajem i tako
dobijena sme{a je ostavljena da se hladi. Sadr`aj je
sipan u tegle koje su prethodno sterilisane 60 min. na
100ºC. U ohla|ene ~ajeve su stavljene gljive, a tegle
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su pa`ljivo poklopljene sterilnim gazama. Proces fer-
mentacije se odvijao na tamnom mestu inkubiraju}i
se 11 dana.

Prekidom procesa fermentacije, sadr`aj je pro-
ce|en i centrifugiran 30 min. na 3000 obrtaja.

Kvantifikacija fenola. Kvantifikacija fenola je
vr{ena spektrofotometrijski. Kao standard je kori-
{}ena galna kiselina u opsegu koncentracija od 1 do
0.0625 mg/mL. U 125 µL ekstrakta je dodato 0.5 mL
destilovane vode, nakon ~ega je sme{i dodato 125 µL
Folin-^ikolte (Folin–Ciocalteu) reagensa (FCR),
nakon ~ega je sme{a inkubirana u mraku 6 minuta.
Zatim je dodato 1.25 mL 7% natrijum karbonata. Da
bi se dobila zapremina od 3 mL dodato je jo{ 1 mL
destilovane vode. Cela reakciona sme{a je zatim
inkubirana u mraku, na sobnoj temperaturi 90 mi-
nuta. Nakon toga svaki uzorak je razbla`en 10 puta i
ra|eno je po pet ponavljanja za svaki. Za slepu probu
je kori{}ena destilovana voda umesto odgovaraju}e
zapremine uzorka. Apsorbanca je merena na 760 nm
(Määtta-Riihinen et al. 2004).

Kvantifikacija flavonoida. Kvantifikacija fla-
vonoida je vr{ena spektrofotometrijski. Kao standard
je kori{}en kvercetin u opsegu koncentracija od 1 do
0.0625 mg/mL. 250 
L ekstrakta je razbla`eno sa
1250 
L destilovane vode. Zatim je dodato 75 
L
5% rastvora NaNO2, nakon ~ega je sme{a inkubirana
6 minuta na sobnoj temperaturi. Redom je dalje
dodavano 150 
L 10% rastvora AlCl3 � 6H2O,
500 
L 1M NaOH i 275 
L destilovane vode. Za
svaki uzorak je ra|eno po pet ponavljanja. Za slepu
probu kori{}ena je destilovana voda. Apsorbance su
merene na 510 nm. (Määtta-Riihinen et al. 2004).

Odre|ivanje teaflavina (TF) i tearubigina

(TR). 25 mL fermentisanog ~aja je ekstrahovano sa
25 mL izobutil metil ketona (IBMK) na sobnoj tem-
peraturi. Nakon faze separacije (koja je vr{ena u
levku za odvajanje), 1 mL IBMK-a je izmiksovan sa
9 mL 45% etanola i apsorbanca je merena na 380 nm
(A), a vodena faza je ostavljena za odre|ivanje tearu-
bigina. Nakon toga, 10 mL IBMK faze je ekstra-
hovano sa 10 mL 2.5% dinatrijum hidrogen fosfata.
Posle ekstrakcije i separacije faza, 1 mL IBMK-a je
izmiksovano sa 9 mL 45% etanola i apsorbanca je
merena na 380 nm (B).

10 mL vodene faze iz prvog koraka je ekstraho-
vano sa 10 mL n-butanola. Posle separacije faza,
1 mL sloja n-butanola je izmiksovan sa 9 mL 45%
etanola i apsorbanca je merena na 380 nm (C). Nepo-
sredno pred odre|ivanje TF-a i TR-a, uzorci su

centrifugirani 30 min. na 3000 obrataja. Proces je
ponovljen tri puta za svaki ~aj, dok je za svaku fazu
odra|eno po pet ponavljanja. Koncentracije TF-a i
TR-a su prera~unate na osnovu vrednosti apsorbanci
dobijenih za faze A, B i C pomo}u formula (Jaya-
balan et al. 2007):

TF (%) = 4.313 � B (1)
TR (%) = 13.643 � (A + C – B) (2)

Statisti~ka obrada. Podaci su obra|eni analizom
varijanse.

Rezultati i diskusija

Koncentracije fenola i flavonoida su izra~unate
na osnovu prethodno napravljenih standardnih pravi,
dok su koncentracije teaflavina i tearubigina izra~u-
nate na osnovu formula (1) i (2).

Koncentracije fenola u uzorcima zelenog, crnog i
belog ~aja su iznosile (0.065 ± 0.004), (0.032 ±
± 0.001) i (0.059 ± 0.003) mg/mL, respektivno, dok
su koncentracije flavonoida istim redom iznosile
(0.59 ± 0.02), (0.32 ± 0.03) i (0.47 ± 0.01) mg/mL.

Statisti~ki zna~ajna razlika, u koncentracijama
fenola, prisutna je izme|u koncentracija zelenog i
crnog ~aja, pri ~emu je razlika u korist zelenog ~aja
(p < 0.001), kao i izme|u koncentracija crnog i belog
~aja, u korist belog ~aja (p < 0.001) (slika 1).

Slika 1. Koncentracije fenola u uzorcima ~aja

Figure 1. Concentrations of phenols in tea samples



Kod koncentracija flavonoida, statisti~ki zna~ajna
razlika je prisutna izme|u zelenog i crnog ~aja, u
korist zelenog (p < 0.001), kao i izme|u crnog i be-
log ~aja, u korist belog ~aja, (p < 0.005) (slika 2).

Procentne koncentracije teaflavina u uzorcima
zelenog, crnog i belog ~aja su redom iznosile: (0.068
± 0.006), (0.093 ± 0.001) i (0.113 ± 0.009), dok su
koncentracije tearubigina istim redom iznosile: (1.08
± 0.02), (2.44 ± 0.03) i (1.68 ± 0.03).

[to se ti~e teaflavina, najve}a koncentracija je
detektovana u belom ~aju, najni`a je zabele`ena u
zelenom ~aju, dok je najve}a koncentracija tearubi-
gina skoncentrisana u crnom ~aju, a najni`a tako|e u
zelenom. Kako teaflavini i tearubigini pripadaju grupi
antioksidantnih polifenola, njihova koncentracija u
datim ~ajevima upu}uje na antioksidantnu aktivnost
koju ostvaruju. Dobijena koncentracija teaflavina u
zelenom ~aju pokazuje da se oni stvaraju u toku fer-
mentacije ~ajne gljive kombuhe u ovom medijumu,
jer ih ina~e u obi~nom zelenom ~aju nema.

Zaklju~ak

Sva tri ~aja sadr`e flavonoide i fenole, kao i tea-
flavine i tearubigine. Za crni ~aj je ve} dokazano da
sadr`i u ve}im koncentracijama TF-e i TR-e, dok ih
~ist zeleni ~aj ne sadr`i, sa ~im je upore|en i ekspe-

rimentalno dobijeni podatak. Dobijeno je da fermen-
tisani zeleni ~aj sadr`i TF-e i TR-e, ~iji je sadr`aj
odre|en procentnim koncentracijama, dok je crni ~aj
detektovan sa najmanjom koncentracijom flavonoida
i fenola tokom fermentacije, u odnosu na zeleni i
beli. U belom ~aju, koji je nedovoljno istra`en na
ovom polju, utvr|ene su solidne koncentracije ovih
flavonoidnih i fenolnih jedinjenja pribli`ne crnom
~aju, sa kojim se pretpostavlja da ima vi{e sli~nosti
nego sa zelenim. U nedostatku literaturnih podataka
bli`a pore|enja nisu mogu}a, za {ta su potrebna de-
taljnija istra`ivanja.

Zahvalnost. Zahvaljujem se Milo{u Roki}u, di-
plomiranom biohemi~aru, na stru~noj pomo}i, kao i
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Anka Jevremovi}

Testing the Content of Flavonoid and
Phenolic Components During the
Fermentation of Kombucha Tea
(Cembuya orientalis)

The mushroom kombucha (symbiotic culture of
binary yeasts) is a jelly-like membrane that floats in a
nutrient solution of tea and sugar exposed to oxygen.
Epidemiological studies suggest a protective effect of
tea consumption on human cancer. Polyphenolic
compounds present in tea are capable of protecting
against cancer. Theaflavin and thearubigins are poly-
phenolic derivatives present in black tea. The protec-
tive effects of tea polyphenolic compounds against
various types of cancer were reviewed by several au-
thors (Stoner & Mukhtar 1995; Yang et al. 2002;
Yang et al. 2001; Yang & Wang 1993).

The aim of the project is the determination and
comparison of phenolic and flavonoid compounds

during the fermentation of kombucha in three differ-
ent types of tea, as different mediums.

The project was done in two main stages. The
first was the determination of the concentration of
phenolics and flavonoids. The quantification of phe-
nols was carried out spectrophotometrically with the
FC reagent and gallic acid in concentrations ranging
from 1 to 0.0625 mg/mL used as a standard. The
absorbance was measured at 760 nm. Quantification
of flavonoids was also carried out spectrophotometri-
cally. Quercetin in concentrations ranging from 1 to
0.0625 mg/mL was used as a standard. The absor-
bance was measured at 510 nm at GBS UV-VIS
Cintra 10 (Määtta-Riihinen et al. 2004). The second
stage was the determination of concentrations of
theaflavin (TF) and thearubigins (TR), the amount of
which was calculated based on the following form:

TF (%) = 4.313 � B
TR (%) = 13.643 � (A + C – B)

It was determined that there is a statistically sig-
nificant difference between the value of the concen-
tration of phenol between green and black tea, as
well as white and black tea. The highest concen-
tracion of theaflavin was in white tea, and the highest
concentration of thearubigins in black tea. The re-
search shows that green and white tea are the best
(contain the highest concentration of antioxidant
components). More detailed research is needed, be-
cause this fact indicates the wide possibilities of
usage and under-researched features and effects of
white tea.


