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1 Bevezetés és célkituzések

A fermentalt élelmiszerek ¢€s italok fogyasztasa az emberi taplalkozas egyik legrégebbi formaja,
ugyanakkor napjainkban ez a teriilet dinamikusan fejlédik, ujragondoljak a hagyomanyos
recepteket és elkészitési modokat. A mikrobidlis erjesztéssel eldallitott termékek, mint példaul
a kefir, a kovaszos kenyér, a joghurt vagy a kombucha, nemcsak hosszabb eltarthatésagot
biztositanak, hanem a képzd6dd bioaktiv komponenseknek és probiotikus tulajdonsaguknak
koszonhetden kedvezden hatnak az emberi egészségre.

Napjainkban a kombucha iranti érdeklédés jelentdsen megnoétt. Jotékony hatasairdl kutatasok
szilettek, az egészségtudatos vasarlok pedig eldszeretettel vasaroljak és fogyasztjak.
Vilagszerte szamos 1) marka jelent meg, Magyarorszagon tobbféle kombucha is megtalalhatéd
a kereskedelemben.

A kombucha cukrozott teabol késziil, melyet szimbiotikus mikrobialis k6z0sség erjeszt meg. A
fermentéacid sordn az ¢€lesztok a cukrot etanolld alakitjak, majd az ecetsav baktériumok az
alkoholt savakka oxidaljak, igy alakul ki a jellegzetes savanykas, enyhén pezsgd iditdital. A
folyamat eredményeként szamos bioaktiv anyag, példaul polifenolok, szerves savak, vitaminok
¢s antioxidansok keletkeznek. Ezeknek a fermentacidé soran keletkez6 komponenseknek
kedvezd élettani hatést tulajdonitanak.

A kombucha mikrobialis 0sszetétele nem egységes és allando, fiigg a felhasznalt tea tipusatol,
a fermentaciés koriilményektdl, a starterkultira eredetétdl, valamint a fermentécio
id6tartamatol. A kereskedelmi forgalomban elérheté kombuchak esetében sokszor nincs pontos
informaci6 az erjesztést végz0 mikroorganizmusokrol, holott ez meghatarozza a termék
mindségét, stabilitdsat, és biztonsdgossadgat is. A mikroorganizmusok faji Osszetétele,
mennyisége ¢és aktivitisa nagyban befolyasolja a fermentaci6é kinetikajat, illetve az ital
tulajdonsagait, mint a savassagot, az izprofilt és a bioaktiv komponenseket. Ebbdl kovetkezik,
hogy a kombucha mikrobialis kézoss€gének vizsgalata nemcsak tudomanyos, de gyakorlati
jelentéséggel is bir az ¢€lelmiszeriparban. A fajok azonositisa €s a fermentacid soran
bekovetkezd valtozasok megismerése informaciét nyujt a fermentacios folyamatok
megértéséhez, valamint optimalizalasahoz.

A szakdolgozatom célja egyrészt a kereskedelemben kaphato kiilonbozé kombuchak
mikrobialis kozosségének Osszehasonlitdsa volt, masrészt a hagyomanyos technoldgia alapjan
fermentalt sajat készitésti kombucha mikrobakozosségének Osszevetése a kereskedelemben

elérheto italokéval.



2 Szakirodalmi attekintés

2.1 A kombucha eredete, kultartorténete

A kombucha elnevezés a japan enyhén erjesztett ital nemzetkozileg hasznalt, germanizalt
formaja. Elsoként Kelet-Azsiaban alkalmaztak gyogyhatasai miatt. Az ital Eszakkelet-Kindbol
(Mandzsuria) szarmazik, ahol a Csin-dinasztia (,,Ling Chi”, Krisztus el6tt koriilbeliil 220-ban)
idején energizald és méregtelenitd tulajdonsagai miatt értékelték nagyra. Krisztus utan 414-ben
a teagombat egy Kombu nevli orvos Japanba szallitotta, ahol Inkyo csdszar emésztési
problémait orvosolta az itallal. A kereskedelmi vonalak bdviilésével a kombucha, akkori nevén
,»,Mo-Gu”, elészor Oroszorszagba juthatott el, ahol sokféle néven ismerték. Ilyen nevek példaul
a Cainiigrib, a Japonskigrib vagy a Kambucha. Ezt kovet6en mas kelet-eurdpai régiokba, majd
Németorszagba is eljutott a fermentalt innivalo, ahol a 20. szazad idején Heldenpilz és
Kombuchaschwamm néven valt elterjedté. Az erjesztett tea fogyasztasa egészen a masodik
vilaghédboruig elfogadott volt, ekkor azonban hidnycikké valt a tealevél és a cukor is. A haboru
utdn Olaszorszagban az 50° években tetdzott fogyasztasdnak népszeriisége. Az 1950-es
években Franciaorszagban is ismertté valt. Svéjci kutatok pedig arrdl szamoltak be a 60’
években, hogy fogyasztasa hasonldéan kedvezO hatassal van az egészségre, mint a joghurt
fogyasztasa. Manapsag a kombucha mar vilagszinten elterjed. Sok iizletben kiilonb6zd izesitésh

kombucha tea is megtalalhato (Jayabalan és mtsai., 2014).

2.2 Kombucha készités

A kombucha altalaban szachardzzal édesitett fekete vagy z6ld teabol késziil, melyhez 10-20
vIV% -ban adnak az el6z6 fermentaciobol kombucha levet, vagy SCOBY (Symbiotic Culture
Of Bacteria and Yeast) darabkat inokulumként. A szubsztratot aerob koriilmények kozott 7-14
napig 20-30 °C-on inkubaljak. A folyamat végterméke kissé szénsavas, enyhén savanyu
iditdital. A fermentaciot élesztgombak és baktériumok végzik szimbidzisban. A folyamat elsd
Iépéseként az élesztdgombak a szachardzt glikkozza és fruktdzza hidrolizaljak, kozben szén-
dioxidot €s etanolt termelnek. A tejsavbaktériumok a gliikozt és a fruktozt hasznositjak, hogy
tejsavat termeljenek. Az ecetsav baktériumok pedig gliikkoz, valamint etanol felhasznalasaval

ecetsavat és gliikonsavat allitanak el6 (Jayabalan és mtsai., 2014).

Az altalanos receptura a kovetkezd. Egy liter desztillalt vizet 100 gramm cukorral felforralunk,
majd hozzdadunk 5,4 gramm teafiivet, és 15 percig allni hagyjuk, hogy kidzzon a tea. Ezutan
lesziirjiik a fozetet egy steril livegbe. Mikor a tea szobahdmérsékletiire hiilt, koriilbeliil 20-22

°C-ra, beoltjuk a kombucha kultaraval. A kultira szarmazhat az el6z6 fermentaciobol, de



beszerezhetd boltbol, webshopbol is. Ha az el6z6 fermentaciobol végezziik a beoltast, akkor
a fermentacio soran kialakult cellulozfilmet és koriilbeliil 100 ml fermentalt italt hozzdadunk a
fozethez. Az liveget, melyben a fermentéacio végbemegy, papirtorlovel vagy gézzel fedjiik le,

amit bef6ttes gumival rogzitiink (Teoh és mtsai., 2004).

Végezhetiink csupan elsédleges fermentaciot, de a masodlagos fermentacioval izletesebb italt
érhetiink el. Az els6dleges fermentacié koriilbeliil 5-7 napig tart. Ezutan el kell tavolitani a
SCOBY-t, ¢s hiitve tarolni a fermentalt 1¢ 20%-4val, hogy a késdbbiekben ujra felhasznalhato
legyen. Az elkésziilt kombuchat ezt kovetden tobb modon is kezelhetjiik. Egyszeriien
palackozhatjuk, és hiitében tarolhatjuk fogyasztasig. A kovetkezd lehet6ség a fermentalt
kombuchat 1:1 aranyban cukrozott teaval higitani, mely igy szobahdmérsékleten masodlagos
fermentéacionak indul, gdzképzddés mellett. Masodlagos fermentacionak tigy is indithato az ital,
hogy gylimoélcslével, kavéval vagy kokuszvizzel izesitjiik, majd szobahdmérsékleten taroljuk
tovabbi 2-3 napig. Igy kiilonlegesebb izii, szénsavasabb idit6hdz juthatunk (Coelho és misai.,
2020)

A készités folyaman tlgyelni kell a hasznalt eszk6zok csiramentesitésére, mivel ezzel
megeldzhetjiik a nemkivanatos mikroorganizmusok elszaporodasat. Ha elérjiik a fermentécio
azon szakaszat, ahol elégedettek vagyunk a kombucha izprofiljaval és tulajdonsdgaival,
célszerii pasztérozni, vagy pedig hiitdbe helyezni. Ezzel megakadalyozhatjuk a tulzott alkohol
és a szén-dioxid termelédést (Watawana és misai., 2015). Mind a pasztérozés, mind a hiités
csokkenti vagy megsziinteti a mikrobak ¢lettevékenységét. Egy jabb kutatas kimutatta, hogy
az inaktivalt mikroorganizmusok, valamint anyagcseretermékeik is hozzajarulhatnak a
fogyasztok egészségéhez (Barros és mtsai., 2020).

Az évek soran sokféle definiciot alkalmaztak a probiotikumokra, de a hivatalosan hasznalt
format 2001-ben a FAO és a WHO allapitotta meg, melyet 2014-ben kis mértékben az ISAPP
munkatarsai modositottak. A  definici6 értelmében a probiotikumok ,olyan ¢€lo
mikroorganizumusok, melyek megfeleld mennyiségben fogyasztva egészségligyi elonyt
biztositanak a gazdaszervezet szamara” (Hill és mtsai., 2014). Tehat a pasztérozott kombucha
nem tekinthetd probiotikumnak, még ha tartalmazott is €16 probiotikus torzseket.

Mivel az erjedés soran nagymértékben keletkeznek szerves savak, fontos, hogy megfeleld
anyagu eszkdzben fermentaljuk, majd taroljuk az italt. A Food Safety Information Council
honlapjan talalhat6 cikk szerint erre megfeleld lehet rozsdamentes acél tarold vagy tivegpalack,
mivel igy megakadalyozhato, hogy toxikus anyagok jussanak az iiditdbe, mint példaul 6lom

vagy mikromiianyag.



A homérséklet és a fermentacios idotartam tekintetében a szakirodalmak szamos lehetséges
megoldasrol szamolnak be (Coelho és mtsai., 2020). Jayablan és mtsai. (2014) szerint a
hémeérsékletet 20 és 22 °C kozott érdemes tartani, és 7-10 napig, vagy akar tovabb folytathatd
a fermentacio a kivant eredmény eléréséig. Watawana és mtsai. a hémérsékletet
szobah6émérsékletiinek allitottak be, az erjedési folyamat pedig 3 naptol 60 napig terjedének
allapitottak meg. Két tanulméanyban is 20 és 30 °C kozotti hdmérsékletet allapitottak meg
optimalisnak (De Filippis és mtsai., 2018, Skocinska és mtsai., 2017). A 30 °C-on vezetett
fermentacio esetében diverzebb mikrobialis Osszetételt figyeltek meg, valamint tobbféle
ecetsav baktérium fajt izolaltak, melyek hozzajarulnak a szerves sav termeléshez. Azt is
megallapitottak, hogy a Gluconacetobacter fajok koncentracioja egy hét utan emelkedett meg,
¢s a fermentacio végéig stabilnak volt mondhato (De Filippis és mtsai., 2018). Minél tovabb
tart a fermentacid, anndl magasabb lesz a savtartalma az italnak, mely potencidlisan veszélyes
lehet egyes fogyasztok szamara, ezért a fermentacios id6t standardizalni kell (Jayablan és

mtsai., 2014).



2.3 A kombucha alapanyagai
2.3.1 Tea

A kombucha készitésének egyik alapja a Camellia sinensis levelébdl késziilt fozet. A tea tipusa
(zold, fekete, oolong, fehér) nagyban befolyasolja a végtermék bioaktiv vegyiilettartalmat. A
teaban talalhato polifenolok €s szerves savakat tartjak a kombucha aktiv 6sszetevdinek, melyek
védelmet nytjtanak a rakos megbetegedésekkel szemben és szamos jotékony hatéssal
rendelkeznek. A zold teaban talalhato polifenol a gallokatekin, a katekin-gallat, az epikatekin
¢és az epigallokatekin (Dwyer és Peterson, 2013). A fekete teaban talalhatok polifenolok,
flavonoidok a theaflavinok (TF) és a thearubiginek (TR) (Butt és mtsai., 2014). Jayabalan és
Swaminathan tanulmanyabol kideriil, hogy a TF és a TR stabilabbnak bizonyul a kombucha
fermentacidja soran az epikatekin-izomereknél (Jayabalan, Marimuthu és Swaminathan, 2007).
A fekete teaban fellelheté polifenolok antimikrobialis hatassal is birnak példaul a patogén
Vibrio torzsekkel szemben (Talawat és misai., 2006). A szaritott tealevelek jelentds
mennyiségben, koriilbelil 21-28%-ban, tartalmaznak fehérjét, aminosavakat, melyek
elengedhetetlenek a mikroorganizmusok szamara, mint nitrogénforras (Banerjee és Chatterjee,
2015). A fekete és zold tea funkcionalis Osszetevirdl sok feljegyzés elérhetd, ennek ellenére
napjainkban sok figyelem iranyul az alternativ teak és nitrogénforrasok iranyaba. Ez azért van,
mert a fehér (nem oxidalt) és az oolong (részben oxidalt) tea antioxidans-tartalma sokkal
magasabb (Nyhan és mtsai., 2022). Osszehasonlité analizissel vizsgaltik a kiilonbdzd tedkbol
késziilt kombuchékat, és azt talaltak, hogy a tea fajtaja befolyasolja a beldle késziil kombucha
anyagainak biologiai hozzaférhetdségét, valamint antioxidans-tartalmat (Degirmencioglu és
mtsai., 2021). Egyes kutatasok probalkoztak mas, gyogynovénybol késziilt teabol kombuchat
késziteni, példaul borsmentabol, kamilldbdl vagy rozmaringbdl, de ezek a kisérletek
sikertelennek bizonyultak, mert a benniik talalhat6 ill6olajok gatoljak a mikrobak szaporodasat
(Reiss és mtsai., 1987). Velicanski és munkatarsai 2013-ban azonban bebizonyitottak, hogy kis
bioreaktorban lehetséges borsmentateabdl, citromfii teabdl és kakukkfiibél is kombuchat
késziteni. A folyamatot kontrollalt koriilmények kozott végezték, rovidebb fermentacios iddvel,

mintha fekete teat alkalmaztak volna (Veli¢anski és mtsai., 2013).

2.3.2 Cukor

Az édesitéshez altalaban szachar6zt hasznalnak, mivel ez a diszacharid glikozt és fruktozt
szolgaltat szénforrasként a mikrobadk metabolizmusahoz, valamint olcsé és sokak szdmara
elérhetd. A szachardzt a kombucha élesztdgombai invertdz enzim segitségével hidrolizaljak.

Az altalanosan elfogadott szachar6z koncentraci6 5 és 10 m/V%, tehat egy liter tedhoz 50-100
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g cukrot sziikséges adni (Nyhan és mtsai., 2022). Malbasa és munkatarsai (2008) azt talaltak a
kisérletiikben, hogy 70 g/L szachardéz adja a legjobb eredményeket, ennél magasabb
koncentracioban a cukor gatld hatast fejtett ki a mikrobak szaporodasara. 70 g/L
cukorkoncentracié mellett viszonylag magas pH-val rendelkezé metabolitok jottek 1étre,
alacsonyabb ecetsav és magasabb tejsav koncentracioval, melyek optimalis izprofilt alakitottak
ki (Malbasa és mtsai., 2008). A cukor tipusa is jelentds szerepet jatszik a fermentacio soran.
Reiss a kisérleteiben szachardz, glikkdz, fruktéz és laktdoz hasznalatidt hasonlitotta Ossze
kombucha készitéshez. Azt taldlta, hogy a kiilonb6z0 cukrok eltérd fermentacios profilokat
eredményeznek. A szachar6z ¢és a fruktdoz hasznalata magasabb etanol koncentraciot
eredményezett a tobbi cukorral szemben. Csak a szachardéz fokozta a tejsav szintézist.
Osszességében arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a szachardzzal készitett kombuchanak
legmagasabb az etanol és tejsav tartalma, megjegyezvén, hogy ezt a cukrot alkalmazzak
tradicionalisan is (Reiss, 1994). Alternativ cukorforrasok is alkalmazhatoak a kutatasok alapjan.
Kokuszpalmacukorral példaul rovidebb fermentacidval magasabb fenol- és antioxidéans-
tartalom érhet6 el (Muhialdin és mtsai., 2019). Innovativ megkdzelités a csiraztatott kukorica
alkalmazasa cukormentes kombucha 1étrehozasanak céljaval. A fermentacio sikeres volt, az
elkésziilt kombucha hasonl6 pH-val €s savtartalommal birt a hagyomanyosan, cukorral késziilt

valtozathoz képest (Francisco és mtsai., 2021).

2.3.3 Viz

Mivel a kombucha nagyrészt vizbdl all, igy alapvetden befolydsolja a vizmindség a
végterméket. A viz nem tartalmazhat mikrobadld tulajdonsdgi anyagokat, hiszen ez a
fermentaci6 sikertelenségét okozhatja (Tran és mtsai.., 2020). Egy kutatasbol kideriilt, hogy a
viz 1ondsszetételének modositasa (bikarbonat, klorid, kalcium, magnézium, szulfat)
befolyasoljak a fermentacié menetét. Hatassal van a pH-ra, a titralhaté savtartalomra, a
hozzaférhetd aminosavakra, a képzO0dott etanol mennyiségére, valamint az antioxidéns-
tartalomra is (Thompson-Witrick és mtsai., 2024). Kombucha készitéshez altalaban csapvizet
hasznalnak, ami klorral, fluoriddal és egyéb anyagokkal van kezelve, amit8l ugyan
biztonsagosan fogyaszthatdo, a SCOBY mikrobakdzosségének fermentacidos képesseégét
azonban negativan befolyasolja (Crum ¢és LaGory, 2016). Ha ipari koriilmények k6zott mégis
csapvizet hasznéalnak alapanyagként, szénsziirdt kell alkalmazni a klor kisziiréséhez. UV lampat
is érdemes lehet telepiteni a sziird elé, ilyen modon a vizet a szlirés el6tt fertStleniteni.
Osszefoglalva leginkabb klormentes, tiszta és mérsékelt asvanytartalmi vizzel érdemes

kombuchat késziteni (Palmer és Kaminski, 2013).



2.3.4 SCOBY
A SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast) 1ényegét tekintve bakterialis cellulozbol

allo biofilm, ami 6koszisztémaként miitkodik (May és mtsai., 2019). A mikrobialis celluloz egy
természetes polimer, ami szerkezetében és kémia tulajdonsagaiban is eltér a ndvényi eredetii
cellul6ztol (Mohite és Patil, 2014). A celluloz (CeH100s)n B-D-gliikozbol felépiild
homopolimer, melyben a cukormolekulak [-1,4-glikozidos kotésekkel kapcsolodnak
egymashoz (Lahiri és mtsai., 2021). A legismertebb celluldz termeld fajok a Gluconacetobacter
nemzetségbe tartoznak, de mas, példaul Rhizobium Aerobacter, Sarcinia, nemzetségben is
megtalalhatok olyan fajok, melyek cellulozt termelnek (Makoto Shoda és Yasushi Sugano,
2005). A kombucha esetében azonban legtobbszor a Komagataeibacter (régi nevén
Gluconobacter) xylinum fajt emlitik meg, mint celluloztermel6 (Villareal-Soto és mtsai., 2018).
A fermentacidé elején a baktériumok altal szintetizalt celluléz szalak a tea tetején
csoportosulnak, hartyaszerti képzoddményként lebegve. Az erjedés eloérehaladtaval egyre tobb
cellulozréteg halmozddik fel, vastagabb biofilmet 1étrehozva (May és mtsai., 2019). Ez a
biofilm ad éldhelyet a kombucha erjesztését végzd mikroorganizmusoknak. A celluloz
szerkezetébdl és viszkozitasabol adéddan gatat képez az antibiotikumokkal és a kérnyezetben
eléforduldé nemkivénatos mikrobakkal szemben, tehdt védelemiil szolgdl, valamint
tapanyagraktarként is funkcional (Stewart, 1996). A celluldézmembran hozzajarul a mikrobak
megfeleld oxigénellatottsdgdhoz, mivel a felszinen tartja azokat, emellett védelmet biztosit az
UV sugarakkal szemben.(Martinez Leal és mtsai., 2018) Az allaga kissé zselés, illata pedig
enyhén ecetes. Az ecetes szag az egészséges SCOBY indikatora, a kellemetlen, penészes szag

a romlasat jelzi (Crum és mtsai., 2016).

2.4 Mikrobialis diverzitas

A SCOBY-ban szamos mikroorganizmus megtalalhato, melyet Gjra és ujra Kimutatnak, de
elsddlegesen ecetsav baktériumokbol és élesztdgombakbol all a mikrobélis kdzdsség
(Watawana és mtsai., 2015). A kozosség Osszetétele széles skalan mozog, meghatarozza a
starterkultira mindsége, tovabba a kornyezeti feltételek is befolyasoljak (Villarreal-Soto és
mtsai., 2018). Kutatasokban kiilonb6z6 kombucha tedkat vizsgaltak. Az eredmények
Gyakori ¢lesztégombak a teljesség igénye nélkiil, példaul a Saccharomyces cerevisiae, a
Zygosaccharomyces bailii, a Zygosaccharomyces kombuchaensis, a Kloeckera apiculata, és a
Pichia membranaefaciens (Villarreal-Soto és mtsai., 2018, Watawana és mtsai., 2015). A

szakvélemények beszamolnak még ecetsavtermeld baktériumokrol, mint példaul az
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Acetobacter aceti, a Gluconobacter oxydans, Komagataeibacter xylinum ¢és az Acetobacter
pasteurianus (Jayabalan és mtsai., 2014, Teoh és mtsai., 2004, Villarreal-Soto és mtsai., 2018,).
Erdekesség, hogy az Irorszagbél szarmazé kombucha mikrobakozosségében jelentés szamu
tejsavbaktériumot is talaltak (Marsh és mtsai., 2014). Ennek ellenére a tejsavbaktériumok
valoszinlileg nem esszencialisak a kombucha mikrobialis 6sszetételéhez, hiszen nem minden
esetben talaltak ebbe a csoportba tartozé mikroorganizmust a SCOBY -ban (Laureys és mtsai.,
2020).

A kombucha fermentacidja kozben a fermentacidban résztvevd mikrobdk Osszetett
kolcsonhatdsban allnak egymassal, a kiilonb6z6 populaciok segithetik, de eltéré modokon
gatolhatjak is egymast (1. tablazat).

1. tablazat: Versengés és egyiittmiikodés a kombucha mikrobiologiai kozdosségében (Forrads:
May és mtsai., 2019. alapjadn)

Fermentacio szakasza Versengés Kooperacio

Az éleszt6k a szacharoz

Az élesztk invertaz Esetleges versengés az invertaz hidrolizisével szubsztratot
enzimet termelnek enzimért biztositanak a baktériumok
szamara
. p . . i A baktériumok
Az ¢lesztdk a cukrot Az ¢lesztdk etanollal gatoljak » DaRCrumo (e
. I I tapanyagként hasznositjak
etanolla fermentaljak versenytarsaikat a7 etanolt

A kozeg savanyitasaval a
baktériumok gétoljak
versenytarsaikat

A baktériumok
metabolizaljak az etanolt

A baktériumok az etanolt
ecetsavva oxidaljak

A baktériumok fizikailag gatoljak | Elhely, patogénektdl valo
versenytarsaikat celluloz biofilm | védelem, lehetséges
szintetizalasaval tapanyagraktar

A baktériumok biofilmet
szintetizalnak

A fermentacid indulasakor az élesztOk extracelluldrisan invertaz enzimet termelnek, mely a
szachar6zt monomerjeire (glikoz, fruktdéz) hasitja szét. Ennek kovetkeztében a tobbi
mikroorganizmus szamara is szabadon elérheté monoszacharidok jonnek Iétre, amelyeket
szénforras gyanant képesek hasznositani (Gore, Youk és van Oudenaarden, 2009). Kovetkezd
Iépésben az élesztdk a monoszacharidok metabolizacidja soran etanolt termelnek. Az etanol
magas koncentracidban karos a baktériumokra és az élesztégombakra nézve is, mivel
sejtmembran-karositdo hatasa van (Liu és Qureshi, 2009). Miel6tt az alkoholkoncentracio

potencialisan karos szintet érne el, az ecetsav baktériumok oxidaljak szerves savva, ezzel a pH-



t i1s csokkentik. Ezek a baktériumok obligat aecrob mikroorganizmusok, tehat oxigénre van

sziikségiik a fermentacidhoz (Saichana és mtsai., 2015).

2.4.1 Baktériumok

A baktériumok koziil az ecetsav baktériumok vannak jelen dominansan a kombuchéban,
melyek az Acetobacter és Gluconobacter nemzetségekhez tartoznak (Jayablan és mtsai., 2014).
Jayablan és mtsai. szerint a Kanadabol, frorszagbol, Egyesiilt Allamokbol és az Egyesiil
Kiralysdgbol szdrmaz6 kombucha mintdkban a talsulyban 1évé baktériumok a
Gluconacetobacter és Lactobacillus fajok voltak, mig az Acetobacter fajok kevésbé voltak
megfigyelhetoek. De Filippis és mtsai. (2018) hasonld eredményekre jutottak. Kiilonbozo
hémérsékleten végzett fermentaciok esetén is a Gluconacetobacter fajok dominaltak olyan
mértékben, hogy a hetedik napra a baktériumpopulécio 90%-at ezek a mikrobak tették ki. Az

Acetobacter fajok a 21 nap fermentéacio6 utan a populacidban mar csak 3-5%-ban voltak jelen.

2.4.2 Flesztégombak

Szamos éleszt6 fajt izolaltak a kombuchbol, mint példaul a Candida, Koleckera, Mycotorula,
Mycoderma, Pichia, Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Torulospora és
Zygosaccharomyces nemzetségekhez tartozo fajokat (Coelho és mtsai., 2020). Watawana és
mtsai. (2016) a Zygosaccharomyces fajokat irtak le dominans élesztokként, 84,1%-os relativ
eléfordulasi aranyban voltak jelen a vizsgalt italokban, mig a Dekkera ¢s Pichia fajok csak 6%
illetve 5%-ban fordultak eld. A vizsgalatok szerint az ozmotolerans élesztéfajok, mint a
Saccharomyces cerevisiae, a Schizosaccharomyces pombe és a Torulaspora delbrueckii a
fermentcio kezdetétdl fellelhetek, mig az savtiiré fajok, mint a Brettanomyces fajok vagy a
Candida stellata a fermentacio végén jelennek meg (Teof és mtsai., 2004). A Saccharomyces
fajok és a tobbi faj kozotti kolesonhatasok elénydsen hatnak a fermentacios folyamatokra a
kombuchaban, mivel csokkentik a nemkivanatos mikrobdk szaporoddsadnak kockazatat,
valamint hozzajarulnak a kombucha jellegzetes aromajanak és izének kialakitasahoz (Villareal-

Soto és mtsai., 2018).

2.5 Fermentacios termékek, bioaktiv vegyiiletek ¢és egészségre gyakorolt

hatasuk
A kombucha Gsszetétele kvantitativ és kvalitativ szempontbol is szamos tényez6tol fiigg. 1lyen
tényez6 a fermentacio ideje, a készitett kiindulasi tea anyagai, valamint az inokulumban
jelenlévd mikrobdk. Ennek ellenére van par dsszetevd, mint példaul a szerves savak, vitaminok,

asvanyi anyagok, polifenolok és aminosavak, amelyek bizonyitottan megtalalhatoak a
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kombuchak tobbségében (Fu és mtsai., 2014). A 2. tabldzat a kombucha mikrobak6zossége

altal termelt fermentacios termékeket, bioaktiv vegyiileteket mutatja be.

2. tablazat: Fermentdcios termékek (Forrds: Antolak, Piechota és Kucharska, 2021 nyomdn)

Ecetsav baktériumok Eleszt6gombak Tejsavbaktériumok

e C-vitamin szintézis e B-vitamin e Tejsav termelés

e Gliikuronsav szintézis bioszintézis e B-vitamin

e [Ecetsav szintézis e Etanol szintézis bioszintézis

e D-szacharinsav-1,4-lakton e Aminosav e Bakteriocinek
(DSL) szintézis eloallitas eléallitasa

e Valoszintileg részt vesznek a e Fenolos e Bioaktiv  peptidek
fenolos komponensek vegyiiletek eldallitasa
atalakitasaban atalakitasa e Fenolos vegyiiletek

atalakitasa

2.5.1 Szerves savak
A szerves savak koziil a legfontosabbak az ecetsav, a gliikuronsav, a gliikonsav, a tejsav, az
almasav, a citromsav, a borkdsav, a folsav, a malonsav, az oxalsav, a piroszOlosav €s a

huminsav (Jayabalan és mtsai., 2014).

Az ecetsav (CH3COOH) felelds elsdsorban a kombucha aromajaért és izéért. Koncentracidja
altalaban a fermentacids id6 elérehaladtaval nd. A végtermékben talalhato ecetsav mennyisége
fligg a kezdeti cukorkoncentraciotol €s a fermentacio idejétdl. Blanc 1996-o0s kisérletében a

fermentacio 15. napjéra a kezdeti 70 g/l szachar6zbdl atlagosan 5,6 g/l ecetsav képzddott.

Tejsav (C3HsO3) altalaban magasabb koncentracioban van jelen a zold teabol késziilt
kombuchakban (Costa és mtsai., 2022). Egy kutatasban kimutattak, hogy a tejsav kulcsszerepet
jatszik az agy miikodésének szabdlyozasaban, példaul a tanuldsban és az agyi vérellatas
optimalizalasadban. Serkenti az idegsejtek energiaellatasat, tovabba neuroprotektiv hatassal is
bir (Cai és mtsai., 2022). A tejsav csokkenti az ital pH-jat, ezaltal antimikrobialis hatassal bir,

csakugy mint az ecetsav (lbrahim és mtsai., 2021).

A mikroorganizmusok a gliikéz oxidaciojakor glikuronsavat termelnek, mely az emberi
szervezetre nézve méregtelenitd hatassal bir. Részt vesz a gliitkuronizaciéban, vagyis a majban

hozzakotddik a toxikus vegyiiletekhez, ezaltal biztositva a vesén keresztiili kivalasztodasukat.
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A gliikuronsav emellett a C-vitamin bioszintézis eldanyaga (Nguyen és mitsai., 2015). A
gliikuronsav ndveli a polifenolok bioldgiai hozzaférhetdségét, mivel a fenolok konjugalnak a
gliilkuronsavval, ily médon javul a transzportjuk és hozzaférhetdségiik. A polifenolok az epén
keresztiil a patkobélbe keriilnek, ahol a B-glilkkuronidaz enzim hidrolizissel felbontja a két
vegyllet kozti glikozidos kotést. A folyamat révén a polifenolok hosszabb ideig vannak jelen a
szervezetben, antioxidans hatdsukkal pedig megeldzhetik az oxidativ stresszhez kothetd

betegségeket (Vina és mtsai., 2013).

2.5.2 Etanol

Az etanol képzddés a kombucha fermentacios folyamatanak természetes velejaroja (Bishop és
mtsai., 2022). Az aerob erjedés soran képzO6d6 etanolt az ecetsav baktériumok ecetsavva
alakitjak, ezaltal a végtermék nem bir magas alkoholtartalommal (Chakravorty és mtsai., 2016).
Azonban az ital szlirés utan is tartalmaz él6 mikroorganizmusokat, a palackozas utdn anaerob
fermentacio kovetkeztében valamelyest néhet az alkoholtartalom, ha nem hiitjiik (Coelho és
mtsai., 2020). Ez az etanol-koncentraciéo emelkedés azt eredményezi, hogy a kombucha nem
minden esetben alkoholmentes, ami szamos jogi vitat vethet fel a cimkézéssel és a gyartasi
modszerrel kapcsolatban. A kombucha etanoltartalma altalaban nem haladja meg az 1%-ot, a
fogyasztok nem érzékelik az etanol izét fogyasztds kozben. Ha azonban a koncentricio
meghaladja az érzékelési kiiszobot, keserli izt kdlcsondz az italnak. Ez csokkenti az iditd
vonzerejét, valamint negativan befolyasolja az italrél kialakult képet, miszerint egészséges

fogyasztani.

2.5.3 Polifenolok

A kombuchdban legtobbszor megtaldlhatd polifenolok kozé az epikatekin (EC), az
epigallokatekin (EGC), az epikatekin-gallat (ECG) és az epigallokaekin-gallat tartozik
(Lorenzo és Munekata, 2016). Jayablan ¢s munkatarsai 2007-es kutatasukkal bebizonyitottak,
hogy az epikatekin izomerek mennyisége a fermentacio soran a kilencedik napig csokken, majd
a tizenkettedik napon ujra megemelkedik. Ez a valtozas arra engedett kdvetkeztetni, hogy a

mikrobialis aktivitadsnak kdszonhetden ezek a vegyliletek felszabadulhatnak.

2.5.4 Vitaminok

A teaban alacsony mennyiségben megtalalhato B-, E-, K- és A-vitamin. C-vitamint kizardlag a
z01d tea tartalmaz (Dufresne és Farnworth, 2000). A vitaminok a polifenolokhoz hasonloan erés
antioxidans tulajdonsaggal birnak. Az E-vitamin megelézi a szivkoszortér-betegségek

kialakuldsat, a C-vitamin noveli a vas hasznosuldsat, valamint tdimogatja az immunrendszert. A
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B-vitaminok az 4&ltalanos faradtsagot, koncentracidés- €s memoriazavarokat csokkentik
kovetkeztében szignifikdnsan novekszik a vitamintartalom. A B-komplex vitaminok
tejsavbaktériumok és élesztégombak altal is szintetizalt vitaminok. A riboflavin (B2-vitamin)
példaul eléanyaga a flavin mononukleotidnak, mely kulcsfontossaga a bioldgiai redox reakciok
soran. Ezt a vitamint képes szintetizalni példaul a Lactococcus lactis és a Limosilactobacillus
fermentum (Burgess és mtsai., 2006). A tiamin (B:1-vitamin) féként az energiatermelésben vesz
részt. A Levilactobacillus brevis és Lactiplatibacillus plantarium képes eléallitani extra- és
intracellularisan is (Teran és mtsai., 2021). Az élesztégombak altalanossagban B-komplex (B1,
B>, Bs, Bs, B7, Bo,B12) vitamin forrasok, tovabba ergoszterol tartalmuak, mely a D»-vitamin

prekurzora (Villareal-Soto és mtsai., 2018).

2.5.5 Potencialis veszélyforrasok, toxicitas

Egyes esetekben a kombucha fogyasztasa negativ hatassal lehet a fogyaszto egészségére, mint
példaul szédiilés, allergias reakcio, fejfajas vagy hipertermia (Jayablan és mtsai., 2014). Ezek a
tiinetek azonban altalaban olyan fogyasztoknal 1épnek fel, akik tulfogyasztjak az italt, rossz
higiéniai koriilmények kozott késziilt kombuchat fogyasztottak, immunbetegséggel élnek
(HIV) vagy nehézfémmel szennyezett terméket ittak. A hosszu fermentacios id6 kovetkeztében
til magas savtartalommal biré kombucha fogyasztasa is potencialis veszélyforras lehet (Leal és
mtsai., 2018). Terhes n6k szamara nem javasolt az ital fogyasztasa, mivel tilzott bevitel esetén
a heparin szint megemelkedhet a szervezetben, mely a harmadik trimeszterben veszélyes lehet,
mivel ez az anyag véralvadasgatlo hatassal bir (Leal és mtsai., 2018). Az otthon készitett
kombucha konnyebben befertézodik, példaul Bacillus anthracis fajjal (Sadjadi, 1998), vagy
egyéb patogén baktériummal, mint Salmonella spp., Listeria monocytogenes, Bacillus spp.,
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum (Ojo és de Smidt, 2023).

A Penicillium ¢és Aspergillus nemzetségbe tartozd penészek eléfordulasat szintén
dokumentaltak kombuchaban., Az ide tartozd penészfajok mikotoxinokat termelhetnek,

amelyek karcinogén és citotoxikus hatassal birhatnak (SungHee Kole és mtsai., 2009).

2.6 Kombucha-hulladék Gjrahasznositasa

Az utobbi években nagy hangsulyt fektetnek a fenntarthatosagra és az ujrahasznosithatosagra.
A kombucha SCOBY ilyen szempontbol rendkiviil kedvezd anyag, sokféleképpen
felhasznalhato. Alkalmaztdk mar ipari hulladékokbdl ritkafoldfémek kivonasara, illetve

energiatakarékos izzokbol szarmazéd fluoreszcens foszfor ujrahasznositasara is (Hopfe és
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mtsai., 2017). Elelmiszercsomagolasként is megfeleld alternativa lehet, a kiszaritott biofilmet
zoldségek foliazésara hasznaltak. Az igy csomagolt zoldségek tapértéke hosszl tava tarolés
mellet sem romlott (Aduri és mtsai., 2019). A textilipar is hasznositani tudja a SCOBY-t
bioszorpciés anyagként fémek eltavolitasara. Allati takarmanyhoz is adhatd kiegészit$
Osszetevokeént, rostot, fehérjét, aminosavakat és dsvanyi anyagokat biztosit az allatok, példaul
brojlercsirkék szamara (Murugesan és mtsai., 2005). A kombucha SCOBY kival6 alapanyag
lehet tudoméanyos kutatasokhoz, mivel olcsd, nem patogén ¢és konnyen tenyészthetd.
Alkalmazhaté még a felsorolt példak mellet probiotikumok eléallitasahoz, valamint
szennyviztisztitdishoz meghatarozott porusméretii celluléz sziirdk gyartasahoz. Az
¢lelmiszeriparban izesitoként, fermentacids és sorf6zo alapanyagként is felhasznalhato. Ehetd
szivoszalak, kornyezetbarat evoeszkozok és tanyérok is készithetok beldle.(Ojo és de Smidt,

2023)

2.7 Ipari és otthoni kombucha eldallitds 6sszehasonlitasa

A kombucha eléallitasa alapvetden két modon zajlik, otthoni és ipari Iéptékben. A két modszer
kozott nem csak technologiai, hanem mikrobioldgiai és élelmiszerbiztonsagi kiilonbségek is

vannak (3. tablazat).

3. tablazat: Otthoni és ipari kombucha eldallitas (Forras: Sajat munka)

Otthoni eléallitas Ipari eléallitas
P Uvegedény Rozsdamentes acéltartaly
Erjeszt6 edény 1-5 liter 10-1000 liter
Oxigénellatas Gézzel lefedett, természetes Szabalyozott levegdztetés,
g diffazié specifikus feliilet-térfogat arany
Fermentaci Valtozo Standardizalt
id6tartama
Higiénia Korlatozott Ipari sterilitds, HACCP
M1'1.<r.(')b1z,1hs Diverz, instabil Standardizalt
k6z0sség
Szabalyozhatdsag Nehezen szabalyozhato Szabalyozott fermentacms
paraméterek

Az otthoni eléallitas jellemzden tivegedényben torténik, melynek {irtartalma altalaban 1-5 liter.
Az erjesztés nyitott edényben megy végbe, mely csak gézzel van lefedve, igy az oxigén
szabadon diffunddlhat a mikroorganizmusokhoz. Ezzel szemben az ipari fermenticio
rozsdamentes acéltartalyban vagy bioreaktorban torténik, melynek kapacitasa 10 és 1000 liter
kozott lehet. Ebben az esetben az oxigén szabalyozott mennyiségben all rendelkezésre, ezzel is

biztositva a reprodukalhatosagot (Sanwal és mtsai., 2023).
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A fermentacio6 idGtartama otthoni koriilmények kozott altalaban 7-14 napot vesz igénybe, de ez
rendkiviil valtozékony, kombuchanként eltérhet a kontrolldlatlan kornyezeti feltételek
kovetkeztében. Ipari kornyezetben a fermentacios idét 7-10 napban standardizaljak, ezzel

biztositva a végtermék konzisztens mindségét és izvilagat (Alves és misai., 2025).

A mikrobialis kozosség Osszetétele szintén modszerenként eltérd. Mig az otthoni kornyezet
altalaban diverzebb de instabil kozosséget mutat, addig az iparban a stabil 6sszetétel fenntartasa
a cél, melynek segitségével megismételhetové valnak a fermentacios folyamatok (Coton és
mtsai., 2017). Ennek kialakitasaban meghatarozo szerepet tolt be a fermentacioés paraméterek
pontos szabalyozasa, mely a pH, a hdmérséklet, az oxigénellatas, az inokulum mennyisége ¢és

a fermentécios id6tartam kontrollalasat jelenti.

Elelmiszerbiztonsagi szempontbdl igencsak nagy kiilonbség mutatkozik a médszerek kozott.
Otthon a megfeleld higiéniai koriilmények korlatozottak, altalaban kimeriil a kézmosas és az
eszk6zok csiramentesitésében, igy nagyobb a kontaminacio veszélye. Az ipari eldallitas soran
szigor élelmiszerbiztonsagi eldirasoknak kell megfelelni, a GMP (Good Manufacturing
Practices) és HACCP (Hazard Analysis Critical Control Points) rendszerek iizemeltetése

garantalja a termék biztonsagossagat (4. tablazat) (Andrade és mtsai., 2025).

Osszességében elmondhaté, hogy az otthoni eldallitds kiilonleges, egyedi, és altaldban nem
megismételhetd izl kombuchat eredményez, viszont élelmiszerbiztonsagi kockazatokat hordoz
magaban. Az ipari eldallitdsi kombucha ezzel szemben reprodukalhatd, standardizalt és

biztonsagos termék, ugyanakkor ezek biztositasa nagy kihivast jelenthet.
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4. tablazat: HACCP-alapu kockazatelemzés a kombucha eloallitasaban (Forras: Nyhan és

mtsai., 2022. nyomdn)

tea infuzio

fermentacio elott

Lépés Veszély tipusa Lehetséges veszély | Megel6z6 intézkedés
1. Vizforralas Biologiai KO,rOkOZOkJ clenléte KorOkO,Z?k .
a vizben elpusztitasa forraldssal
Tiszta, fertotlenitett
. Szennyezddés eszkozok és kdrnyezet
2. Cukor felolda o .
Cukor feloldds & Biolégiai bejutasa a teat 20 °C-ra hiiteni

2 oOran beliil, és
mieldbb erjeszteni

Szennyezett
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3 Alkalmazott anyagok és modszerek

Vizsgalataimat 2024 oktobere és 2025 juniusa kozott az Elelmiszermikrobioldgiai, -higiéniai

¢és —biztonsagi Tanszéken végeztem.

3.1 Hasznalt alapanyagok
Kereskedelemben kaphaté kombuchak: Jakab Kombucha koncentratum ananasszal (A termék),
VIGO Kombucha Mango + Maracuja (B termék), THE GUTsy CAPTAIN Kombucha Original

(C termék) Az altalam valasztott és vizsgalt termékek az 1. abran lathatok.

1. abra: Kereskedelemben kaphato kombucha italok (Forras: Sajat kép)

Starter kultira: Viva Natura Kombucha gombakultira internetrdl rendelve, szavatossagi idén

beliil felhasznalva (Beszerezve: 2024.11.14.)

2 X 500 ml kombucha készitése: 2 x 3 g English Breakfast fekete tea (Oxalis Trade Kft.), 2 x

50 ml 8%-o0s steril szachardz oldat, 2 x 450 ml csapviz

3.2 Alkalmazott oldatok és tapkozegek
Higito folyadék: 1 g pepton, 8,5 g NaCl, 1000 ml desztillalt viz. A higité folyadékot 9 ml-

enként osztottam szét kémesovekbe.

TSA (Tripton szbja) tapagar: (Biolab Zrt,), 38 g/l desztillalt viz

RBC (Bengalrdzsa Chloramphenocol) tapagar: (VWR International Kft.), 32 g/l desztillalt viz
MRS tépagar: (VWR International Kft.) 55,2 g/l desztillalt viz, 1,5% agar

MRS tapleves: (VWR International Kft.) 55,2 g/l desztilllt viz

M17 tapagar: 57,2 g/l desztillalt viz

YEPD tapagar: 0,5 % pepton, 0,5% ¢élesztOkivonat, 1% gliikoz, 1,5 % agar, 0,5 % CaCO3

16



YEPD ferdeagar: YEPD tapagar kémcsovekben autoklavozva, majd ferditve dermesztve

WL agar: 4 g/l élesztOkivonat, 5 g/l pepton, 50 g/l glikkdz, 0,55 g/l KH2PO4, 0,425 g/l KCI,
0,127 g/l CaCly, 0,127 MgSOs, 0,0025 g/l FeCls, 0,0025 g/l MnSQg4, 0,022 g/l bromkrezolzold
indikator

Autoklavban 122 °C-on 15 percen keresztiil sterileztem az oldatokat és tapkozegeket.

3.3 Vizsgalatokhoz hasznalt anyagok

Gram festés: kristalyibolya festékoldat, Lugol-oldat, 95%-0s etanol oldat, szafranin festékoldat,

desztillalt viz

Mikroszkopos vizsgélathoz immerzios olaj
Kalium-hidroxid proba: 3%-0s KOH oldat
Katalaz proba: 3%-0s H20; oldat

MALDI késziilékhez preparatum készités: 70%-0s hangyasav-oldat, HCCA (o-cyano-4-

hydroxycinnamic acid) matrix

3.4 Modszerek

3.4.1 Torzsgyljtemény létrehozasa kereskedelemben kaphatd kombuchakbol

Els6 Iépésben a termékekbdl felrazas utan pipettaval egy cseppet juttattam targylemezre, majd
mikroszkdppal megvizsgaltam, hogy meg tudjam becsiilni a mikrobaszamot. Ezt kdvetden a
termékekbdl higitasi sort készitettem. 1 ml kombuchéat pipettaztam 9 ml higitohoz, vortexeltem,
majd ebbdl az oldatbdl pipettiztam 1 ml-t a méasodik taghoz a 9 ml higitoba. Ezt ismételtem a
megfeleld higitasi tag eléréséig. Munkam sordn tligyeltem az aszeptikus munkavégzésre, flilke

alatt dolgoztam, Bunsen-ég6 mellett.

A higitési sor elsé tagjaibol RBC tdpagarra oltottam szélesztéssel, valamint MRS és YEPD
tapagarra a higitasi sor minden tagjabol (az 5-6. tagig) kioltottam. Feliileti szélesztést végeztem,
tehat 100 pl-t pipettaztam az adott tagbol a Petri-csészébe eldre kiontott tapagar felszinére, majd
denaturalt szesszel lelangolt szélesztd palcaval szétoszlattam az agar feliiletén. Az elkésziilt
lemezeket 30 °C-0s termosztat szekrényben leforditva inkubaltam, koriilbeliil 3-4 napig. Az
MRS téptalajra oltott mikrobdkat anaerob jar-ban, oxigéntdl elzartan inkubdltam. Az
oxigénmentes kornyezet kialakitdsanak érdekében az anaerob tenyészedénybe teamécsest

helyeztem, majd meggyujtottam és az edényt lezartam.
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A fent leirt folyamatot elvégeztem ugy is, hogy a higitasi sor készitése el6tt a termékekbdl 50-
50 ml-t steril centrifugacsovekbe pipettaztam, és lecentrifugaltam (4000 rpm, 10 perc) majd a
0. és 1. taghoz a centrifugacsé aljabol vettem 100 pl mintat. Tehat ezuttal 6tvenszer toményebb

termékkel dolgoztam, a modszerek és az inkubalas ugyanaz maradt.

cres

tiszta tenyészeteket készitettem. A telepbdl lelangolt oltokaccsal vettem mintat, és kihtztam
olyan taptalajra, amilyenrdl a telep szarmazott. A tenyészeteket szintén 30 °C-on inkubaltam,
leforditva. TSA taptalajt abban az esetben hasznaltam, mikor a karbonatos YEPD taptalajon

nem latszodott megfelelden a telep.

Miutan a tiszta tenyészetek is szemmel lathato telepeket formaztak, kivalasztottam egy
kiilonallo telepet, lelangolt oltdkaccsal mintat vettem beldle, €s ferdeagarra szélesztettem. Az
inkubalés az el6z6 folyamatoknak megfelelden zajlott ez esetben is. Miutan a mikrobak

megjelentek a ferdeagar feliiletén, hiitve taroltam Oket, hogy lelassuljanak az életfolyamataik.

A késobbiekben a vizsgalatokhoz a csore oltott mikrobakbol vettem mintat, és huztam ki

megfeleld taptalajra, igy friss telepekkel tudtam dolgozni.

3.4.2 Torzsgytjtemény létrehozasa kozvetleniil starterkulturabol

Az internetrdl beszerzett starter kultura két fazisbal allt, egyrészt a szilard cellul6z biofilmbdl,
masrészt a hozzaadott folyékony kombuchabél. En a folyékony fazisbol vettem mintat a
leoltashoz. A starter kultarabdl 1 ml-t pipettaztam 9 ml higitdhoz, igy tizszeres higitast értem
el. MRS taptalajra csak kozvetleniil a starterkultirabol szélesztettem 100 pl-t. RBC és YEPD
taptalajra a 0. és 1. tagbol is szélesztettem. Az inkubalas ezuttal 25 °C-on zajlott, mivel a

starterkultiirahoz tartozo leirasban 20-25 °C szerepelt.

A képzodott telepekkel a termékekbdl vett mintakbol 1zolalt telepekhez hasonloan jartam el.
Tiszta tenyészetet készitettem a kiilonbozének vélt telepekbdl, majd kémcsdre oltottam a

mikrobékat, végiil hiitve taroltam Oket.

3.4.3 Kombucha készitése ¢és a fermentacidé nyomon kovetése

Kisérletemhez parhuzamosan 500-500 ml kombucha teat készitettem starterkultira
segitségével, melyeket 1. és II. mintdnak neveztem el. Munkamat oltofiilke alatt, Bunsen-ég6
mellett végeztem. Az tea elkészitéséhez mintanként 450 ml csapvizet forraltam fel, majd
hozzaadtam 3-3 g fekete teaflivet, melyet négy percig aztattam. Az 4ztatast kdvetden steril

Erlenmeyer-lombikokba sziirtem at a teakat, sterilezett sziird segitségével. A tedkhoz
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eldzetesen kétszer 50 ml 8%-os szachardz oldatot készitettem, majd autoklavban sterileztem.

Ezt a steril cukoroldatot adtam a tedkhoz az aztatast kGvetOen.

A kombucha starterkulturabdl steril csipesszel kiemeltem a celluloz biofilmet, majd steril Petri-
csészébe helyeztem. A biofilmet szesszel lelangolt szikével megfeleztem, majd egyesével
lemértem. Az I. mintdba 32, 18 g celluldz biofilm, a II. mintaba 29, 69 g biofilm kertilt. Ezutan
a starterkultara folyékony fazisabol 50-50 ml-t mértem ki steril mér6hengerrel, majd a tedkhoz
adtam, majd steril gézdugoval zartam le a lombikokat. Az igy elkésziilt teakat steril tivegbottal
megkevertem, ¢s bel6liik 100-100 pl-t pipettaztam MRS, karbonatos YEPD és M 17 taptalajra,
majd szesszel lelangolt szélesztd palcaval szétoszlattam azt. Az elkésziilt kombucha mintakat,

valamint lemezeket 25 °C-on inkubaltam a leirasnak megfelelGen.

A fermentéciot 12 napig kisértem figyelemmel, minden masodik napon mintat vettem a
kombucha teakbol, majd szélesztettem megfeleld taptalajra. Osszesen hatszor vettem mintat a
kombuchdkbdl, az el6z0 mintavételekbdl képzddott telepeket pedig minden alkalommal
leszdmoltam. A sejtszdm alapjan meghatdroztam a fermentdlodo tea sejtszamat, az

eredményeket TKE/ml-ben adtam meg.

A masodik mintavétel (fermentdcid 2. napja) esetén egytagu higitasi sort készitettem. A 0.
tagokbol, tehat kozvetleniil a kombuchakbdl, szélesztéssel és lemezontéssel is készitettem
lemezeket. Erre azért volt sziikség, mert a beoltas utdn vett mintakat tartalmazé Petri-
csészékben még nem jelentek meg telepek, ezért kevésbé hig mintaval is probalkoztam. A
lemezontést mindharom taptalaj (MSR, YEPD, M17) esetében elvégeztem. A steril Petri-
csészébe 1 ml mintat pipettdztam, majd raontdttem az 50 °C-0s sterilezett tapagart a csésze
egyharmadaig. Lasst mozdulatokkal elkevertem a lezart Petri-csészében a mintat, majd

hagytam megdermedni. Az 1. tagokbdl eztttal is csak szélesztettem.

A tovabbi mintavételek (4. nap, 7. nap, 9. nap, 11. nap) sordn sziikség szerint noveltem a higitasi

tagok szamat, a kioltasokat szélesztéssel végeztem.

A hatodik mintavételezés sordn az inkubdlt lemezeken képzddott kiillonbozo telepeket is

s

utan pedig csOre oltottam, majd hiitve taroltam dket.

A steril gézdugoval lezart Erlenmeyer-lombikokat 25°C-on tovabb taroltam. Masfél honap
elteltével 0j celluloz biofilm jott létre az 1. minta felszinén. Ezt steril koriilmények kozott

kiemeltem az italbol, majd steril stomacher zsakba helyeztem. A kiemelt cellulozfilm 70,4 g
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volt, ehhez hozzaadtam 140 ml higitot, tehat haromszorosara higitottam a biofilmet. Ezt
kdvetden taposd homogenizatorban homogenizéaltam a biofilmet. A homogenizalt anyagbdl
haromtagu higitasi sort készitettem, majd a nulladik, elsé ¢s harmadik tagbol szélesztettem
MRS ¢és YEPD taptalajra. Ezutan a kin6tt telepekbdl az el6z6ekben leirtakhoz hasonldan tiszta

tenyészeteket hoztam létre.

fgy teljessé valt a torzsgylijteményem, megkezdtem az izolalt torzsek vizsgélatat.

3.4.4 Telepmorfoldgia szerinti differencialas WL agaron

A WL agart tartalmazé Petri-csészéket négy részre osztottam, és minden negyedre mas-mas
mikrobat szélesztettem lelangolt oltokaccsal a csore oltott, hiitve tarolt térzsgyiijteményembal.
Miutan az 6sszes mikrobat felvittem WL agarra, leforditva inkubaltam 6ket 25 °C-on. A telepek
megjelenése utdn makromorfoldgia alapjan jellemeztem Oket, és csoportokat alkottam a

hasonl6 morfoldgiaju és szini telepekbdl.

3.4.5 Gram-festés

A Gram-pozitiv és Gram-negativ baktériumok differencialasdhoz alkalmaztam ezt a festést.

24 6raval a Gram-festést megel6zden a csdre oltott, hiitve tarolt tenyészetekbol vett mintakat
olyan tapagart tartalmazo Petri-csészébe szélesztettem, amilyenen tarolva volt az adott mikroba
torzs, ezaltal friss tenyészettel végeztem a vizsgélatot. A festéshez a targylemezt
zsirtalanitottam, a Bunsen-égd langja felett parszor athuztam. A telepekbdl lelangolt
oltokaccsal vettem kismennyiségli mintat, majd a targylemezen szétkentem. Ezt kovetden

fixaltam a kenetet.

A fixalast kovetden 1 csepp krisalyibolya festéket cseppentettem a kenetre, majd 1 percig

hagytam allni. Ezutan desztillalt vizzel ledblitettem a festéket, és hagytam megszaradni.

Szaradas utan Lugol-oldatot juttattam a preparatumra, amit szintén 1 percig hagytam rajta, majd
ledblitettem. Ezt kovetden fél percig 95%-0s alkohollal végeztem a differencialast. Az alkoholt
is lemostam desztillalt vizzel. Szaradas utan a kontraszt festést szafraninnal végeztem 1 percig.

Ezt a festéket is lemostam a behatasi id6 utan.

Miutéan megszaradt a preparatum, egy csepp immerzids olajat cseppentettem a feliiletére, majd

szazszoros nagyitasu objektivvel vizsgaltam.
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3.4.6 Kalium-hidroxid proba

A kélium-hidroxid probdhoz szintén 24 Oras tenyészeteket hasznaltam. A targylemezt
zsirtalanitottam, majd egy csepp 3%-os kalium-hidroxid oldatot cseppentettem rd. Az
inokulumbol egyszer hasznalatos steril milanyag kaccsal mintat vettem, és alaposan a KOH
cseppbe kevertem 5-10 masodpercig. Ezutan a kacsot lassan elemeltem a targylemezt6l, és
megfigyeltem, hogy képzddott-e az adott mikrobak esetében nyulos szal, avagy sem, majd az

eredményt feljegyeztem.

3.4.7 Katalaz proba

A katalaz probat is fiatal, 24 oras tenyészeteken végeztem. A targylemez zsirtalanitdsa utan
steril mianyag oltokaccsal inokulumot vittem fel ra. Ezutan az inokulumra cseppentettem egy
csepp 3%-os hidrogén-peroxidot. Megfigyeltem, hogy tapasztalhato-e azonnali pezsgés,

buborékképzddés. Pezsgés esetén a kataldz proba pozitiv.

3.4.8 Fajmeghatarozas Bruker MALDI Biotyperrel

A Bruker MALDI Byotyperrel végzett fajazonositdshoz fiilke alatt, Bunsen-égé mellett
készitettem el a preparatumot. Friss (24 6ras) tenyészetbdl steril fogpiszkaldval kismennyiségii
kenetet vittem fel a rozsdamentes lemez kijel6lt pontjara. Torekedtem arra, hogy a kenet minél
vékonyabb legyen. Ezt kovetden egy csepp 70%-os hangyasavat juttattam ra, majd megvartam,
mig ez elparolog. Miutan ez megtortént, HCCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) matrixot
csOppentettem a preparatumra, és hagytam kristalyosodni. Ezutan a lemezt behelyeztem a
MALDI-TOF MS késziilékbe, és elinditottam a vizsgalatot. A késziilék 1ézer segitségével
ionizalja a kolonia fehérjéit, majd a repiilési id6bdl megallapitja a spektrumot. A spektrumot
MBT Compass szoftver 6sszehasonlitja a Bruker Main Spectrum Profile konyvtaraval, és

megallapitja az adott fajt.

A > 2,000 score érték azt jelenti, hogy az adott mikrobat faj szinten sikeriil beazonositania a
késziiléknek. Az 1,700-1,999 kozotti érték csak nemzetség szintli beazonositast jelent, az 1,700

alatti érték pedig nem tekintheté megbizhatonak, alacsony hasonlosagot mutat (Li és mtsai.,

2017).
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4 Eredmények és értékelésiik

4.1 Kereskedelmi termékekrdl alkotott kép

A vizsgalataim kezdetén negyvenszeres nagyitasu objektivvel felmértem, hogy termékenként
koriilbeliil milyen mikrobaszamra szamithatok, ennek megfeleléen készitettem el a higitasi
sorokat is. Az A és C termék esetén csak néhany mikroba volt 1athato latoterenként, B termék
esetén viszont nagyon sok mikroorganizmust lattam egy latoteren belill, tobbségiik
baktériumnak latszott. Az elso leoltast kovetden azt a kovetkeztetést vontam le, hogy kevés €16
sejt volt jelen az italokban, mivel nem tapasztaltam telepnovekedést. A centrifugdldsra ezért
volt sziikség. Ezutan a tdoményebb italokbol izolaltam a mikroorganizmusokat, melyeket az 5.
tablazat foglal 6ssze. Az A termékbdl szarmazo mikrobakat ZA eldtaggal, a B termékbdl
szarmazokat ZB el6taggal, a C termékbdl szarmazd mikroorganizmusokat pedig ZC eldtaggal

lattam el, majd az elétag utdn a megfeleld sorszamot illesztettem.

5. tablazat: Kereskedelmi termékekbdl izolalt mikroorganizmusok (Forrds: Sajdt szerkesztés)

Mikroorganizmus forrasa Mikroorganizmus jelolése
A termék ZAl
A termék ZA2
B termék ZB1
B termék ZB2
B termék ZB3
B termék ZB4
B termék ZB5
B termék ZB6
C termék ZC1
C termék ZC2
C termék ZC3
C termék ZC4

A késobbiekben a ZB2 mikroorganizmust nem tudtam vizsgalni, mivel az ismételt kioltasok

soran ez a mikroba mar nem képzett telepeket, valdsziniileg elpusztult a tarolas soran.

4.2 Kombucha fermentalasa starterkultira alkalmazaséaval

A starterkultirabol, majd a sajat készitésti kombuchabol 6sszesen 21 mikroorganizmust
kiilonitettem el, melyeket az 6. tablazatban gyiijtottem Ossze. A starterkultirdbol szarmazé
mikroorganizmusok elnevezése KZ el6tagbdl és sorszambdl tevodott Ossze, a sajat

kombuchabdl izolalt mikrobakat KZM eldtaggal lattam el.
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6. tablazat: Starterkulturabol és sajat fermentalasu kombuchdbdl izolalt mikrobak (Forrds:
Sajat szerkesztés)

Mikroorganizmus forrasa Mikroorganizmus jelolése
Starterkultara ZK1
Starterkultara ZK?2
Starterkultra ZK3
Starterkultara ZK4
Starterkultara ZK5
Starterkultara ZKG6
Starterkultara ZK7
Starterkultara ZK8

Sajat készitésli kombucha KZM1
Sajat készitésti kombucha KZM2
Sajat készitésti kombucha KZM3
Sajat készitésli kombucha KZMA4
Sajat készitésli kombucha KZM5
Sajat készitésli kombucha KZM6
Sajat készitésli kombucha KZM7
Sajat készitésli kombucha KZM8
Sajat készitésli kombucha KZM9
Sajat készitésli kombucha KZM10
Sajat készitésli kombucha KZM11
Sajat készitésli kombucha KZM12
Sajat készitésti kombucha KZM13

A fermentacio végeztével az 1. és II. mintakat 25°C-on taroltam. A Il. minta a tarolas soran

befert6z0dott penésszel, viszont a I. minta felszinén Gj celluldz biofilm jott Iétre (2. abra), ami

crer

2. abra: Kepzodott mikrobialis celluloz biofilm (Forras: Sajat kép)
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A ZP elnevezésii mikroorganizmusok ebbdl a celluldz biofilmbdl szarmaznak (7. tablazat).
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1. tablazat: Celluloz biofilmbdl izolalt mikroorganizmusok (Forrads: Sajat szerkesztés)

Mikroorganizmus forrasa Mikroorganizmus jelolése
Cellulozfilm ZP1
Cellulozfilm ZP2
Cellulozfilm ZP3

4.2.1 Mikrobaszamok alakulasa a fermentacio soran

A sajat kombucha készitésének soran a fermentdciot mintavételezésekkel a sejtszam alakulasa

crer

MRS (3. abra) és YEPD (4. abra) taptalajokon leszamolt telepek szdma alapjan kovetkeztettem
a sejtszamokra (TKE/ml), majd ezek logaritmizalt értékei alapjan féllogaritmusos szaporodasi

gorbéket készitettem.

3. dbra: Feéllogaritmusos szaporodasi gérbe a fermentaciot MRS taptalajon vizsgalva
(Forras: Sajat szerkesztés)

Féllogaritmusos szaporodasi gérbe (MRS)
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A két parhuzamos minta esetében masképp alakult a fermentdcio. Az I. minta esetében a
mikrobak szaporodasa lassabban indult, a 0-4. napig csak csekély sejtszdm ndvekedés volt
megfigyelhetd. Ez a lag fazisnak felel meg, ahol a mikroorganizmusok alkalmazkodnak
kornyezetiikhoz, felkésziilnek az aktiv osztodasra. Az exponencialis szakasz a 4-9. napig tartott.
A 3. 4dbran is megfigyelhet6 a meredek, linearis ndvekedés. A 9. napot kdvetden a stacioner

fazis kovetkezett, sot kissé csokkent a mikrobak szama.
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A 1II. mintaban a mikroorganizmusok ezzel szemben gyorsabban reagaltak a kornyezeti
valtozasokra, a lag fazis rovidebb volt ebben az esetben, szinte rogtdn szaporodasnak indultak
a mikrobdk. A mintavételezés alapjan ez a minta is a 9. napon érhette el a maximalis sejtszamot,

ezutan a stacioner fazis kovetkezhetett.

Osszességében a két minta ndvekedési dinamikaja MRS téptalajon vizsgilva hasonlo lefutést
mutatott. A fermentacio végén 108, illetve 107 nagysagrendben voltak jelen a mikrobak. II.
mintaban kissé magasabb sejtszamot figyeltem meg az I. mintahoz képest, annak ellenére, hogy
a II. minta beoltasa némileg kisebb tomegii SCOBY -val tortént (3.4.3 fejezet). Ez magyarazhato
azzal, hogy a cellul6z biofilmben nem egyenletesen oszlottak el a mikroorganizmusok, igy a
felezésénél az egyik mintaba tobb mikroba juthatott a masiknal.

4. abra: Feéllogaritmusos szaporodasi gorbe YEPD taptalajon vizsgalva (Forrds: Sajat
szerkesztés)

Féllogaritmusos szaporodasi gorbe (YEPD)
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YEPD téptalajon az I. és a II. minta esetében is hasonlé dinamikat mutatott a
mikroorganizmusok szaporodasa (4. abra), annyi kiilonbséggel, hogy a II. mintaban ezen a
taptalajon is az MRS-hez hasonléan magasabb sejtszamot figyeltem meg ugyanazon a napon
az 1. mintahoz képest. A kezdeti sejtszam mindkét mintanal alacsony volt. A masodik napon
tortén mintavételezéskor mar megfigyelhetd volt a mikrobdk szaporodasa. A hetedik napig
viszonylag egyenletesen ndvekedett a sejtszam mindkét esetben, ezutdn a kilencedik napon
meredekebb ugrast figyeltem meg, itt érhették el a mikrobak a maximalis sejtszamot (10°
nagysagrend), hasonloan az MRS taptalajon megfigyeltekhez. A kilencedik napot kovetden
szintén csokkent a mikrobaszam, ez mar a stacioner fazishoz tartozhatott mindkét minta

esetében.
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Az MRS ¢és YEPD taptalajokon ndvekedd mikrobak hasonloképpen fejlédtek, azonban MRS
taptalajon koriilbeliil egy nagysagrenddel magasabb sejtszamot mutattak a mintak, mint YEPD
taptalajon. Az eredmények alapjan megallapithatd volt, hogy a fermentacié az alkalmazott
koriilmények kozott kilenc napig tartott, ami megfelel az irodalmi adatoknak, amelyek 7-14

napos fermentacios idérél szamolnak be (Wang és mtsai., 2022).

4.3 Az izolalt mikrobak elsédleges azonositasa gyorstesztekkel
kiilonitettem el, ezekbél allt dssze a tdrzsgylijteményem. Osszesen 36 mikrobéat gytjtdttem,

majd kiilonb6z6 vizsgalatokkal azonositottam a fajokat.

Az izolalas utan mindegyik mikrobat mikroszkép alatt negyvenszeres nagyitds mellett
vizsgaltam, hogy megallapitsam baktérium vagy élesztdgomba-e az adott mikroorganizmus. Az
5. abra baloldalan az izolalt torzsek koziil élesztdgomba, a jobboldalan pedig baktérium latszik.
Az 5. dbran a nyilak a jellegzetes morfologiaju sejteket mutatjak. Az ellipszoid éleszt6 esetén
jol lathato sarjadzasokat figyeltem meg. A baktériumnal tetradba rendezédott coccusokat

allapitottam meg ez esetben.

5. abra: Mikroszkopos kép KZM4 (bal) és KZM1 (jobb) mikrobdkrol (Forras: Sajdt képek)

Ezt kovetben a pontosabb differencialas céljabél WL agarlemezre oltottam a gylijteményem
tagjait. Az élesztd izolatumok tobbsége a WL agaron vilagoszold szinii telepeket képzett, a
kornyezetiikben a taptalaj pedig sarga szintire valtozott. Néhany ¢élesztotorzs esetében a telepek
sOtétebb zold szintiek voltak, am a kornyezetiik szintén sarga volt (6. abra). A WL agar
sarguldsa a bromkrezolz6ld indikator savérzékenységének tudhatd be, mivel pH 5 alatt kékes-
z0ld szine sargara valtozik. Az élesztégombak anyagcsere aktivitasa soran szerves savak is

képzddnek, melyek csokkentik a taptalaj pH-jat.
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6. dbra: Elesztégombdk (KZM6 (bal alsé), KZMT (jobb alsé), KZM8 (jobb felsd), KZM9 (bal
felsé) WL agaron (Forrads: Sajat kép)

A baktériumok nagy része nem hozott létre telepeket WL agaron, amelyik viszont kismértékii
novekedést mutatott, s6tétzold telepeket képzett, valamint a hattere zold maradt (7. abra).

7. abra: Baktérium (ZC3) WL agaron (Forrds: Sajat kép)

A kereskedelmi termékekbdl kizarolag baktériumokat sikeriilt izolalnom (ZAl, ZA2, ZB1,
ZB3, ZB4, ZB5, ZB6, ZC1, ZC2, ZC3, ZC4). A starterkultirabol egyediil élesztégombakat
izolaltam (ZK1, ZK2, ZK3, ZK4, ZK5, ZK6), a belble késziilt kombuchbdl viszont két
baktériumot is elkiilonitettem (KZM1 és KZM3). A kombuchabol szintén izolaltam
¢lesztégombakat (KZM3, KZM4-KZM13)

A baktériumok tovabbi vizsgalatanal a szakirodalmak alapjan foként ecetsav baktériumokra
szamitottam, ugyanakkor azt is vizsgalni kivantam, hogy tejsavbaktériumok jelen lehetnek-e a
termékekben a potencidlis probiotikus tulajdonsagok igazolasara. Ennek vizsgalatira Gram-
festést, kalium-hidroxid probat és katalaz probat alkalmaztam. A vizsgalatok eredményeit az 8.

tablazat foglalja 6ssze.
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8. tabldazat: Baktériumok vizsgalatanak eredményei (Forras: Sajat szerkesztés)

Baktériumfaj Gram-festés KOH préba Katalaz préba
KZM1 + - +
KZM3 + - +
ZAl - +
ZA2 - +
ZB1
ZB3 -
ZB4
ZB5
ZB6 - +
ZC1
ZC2
ZC3
ZC4A

+
1

+

+ |+

1
N e e S N I S R S

+|+ |+ |+

A Gram-festés és a KOH proba eredményei egybehangzoak voltak, megallapitottam, hogy mely

izolatumok a Gram-pozitiv (+), és melyek a Gram-negativ (-) mikroorganizmusok.

8. dbra: ZA2 (Gram-negativ) baktérium Gram-festés (Forras: Sajdt kép)
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Pozitiv KOH probat (+) Gram-negativ mikrobak adnak, mivel kiilsé membranjukat a lug
feloldja, igy a sejtalkotok és a DNS kidramlik, nyalkés szal hizhat6é a miianyag hurokkal. A
vizsgalt baktériumok koziil majdnem az 0Osszes katalaz pozitiv lett (+), kivéve a ZAl

baktériumot, ami arra utal, hogy ez a baktérium anaerob, fermentativ anyagcserét folytat.

4.4 TIzolatumok fajszintli meghatarozasa

A végsd, fajszintli azonositast Bruker MALDI-TOF-MS Biotyper késziilékkel végeztem.
Osszevetettem az eddigi vizsgilataim eredményeit, és csoportokat alkottam a hasonlo
tulajdonsagu  mikroorganizmusokbol, majd ezekbdl valasztottam ki egy-egy fajt a
meghatarozashoz. A kivalasztas soran fontos szempont volt, hogy minden termékbdl minimum

egy mikroorganizmus szerepeljen az azonositani kivant mintdk kozott. Azokat a
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mikroorganizmusokat, melyeket nem tudtam csoportositani, illetve valamilyen szempontbol
kirivoak voltak, szintén kivalasztottam az azonositashoz. Osszesen 19 izolatumot valasztottam

ki a beazonositashoz. Az azonositott fajokat a 6. tablazat foglalja 0ssze.

9. tablazat: MALDI-TOF-MS modszerrel azonositott mikroorganizmus fajok (Forrds: Sajat

szerkesztés)
Mikroba kédja Azonositott faj Score érték
KZM1 (I. minta) Micrococcus luteus 2,30
KZM2 (1. minta) Zygosaccharomyces bailii 2,22
KZM3 (11. minta) Bacillus circulans 2,03
KZM4 (11. minta) Zygosaccharomyces bailii 2,06
KZM7 (11. minta) Zygosaccharomyces bailii 2,07
KZM10 (I. minta) Zygosaccharomyces bailii 1,81
KZM12 (I. minta) Zygosaccharomyces bailii 1,94
ZK?2 Zygosaccharomyces bailii 2,15
ZK4 Zygosaccharomyces bailii 2,01
ZK7 Zygosaccharomyces bailii 1,96
ZB1 Paenebacillus tylopili 2,13
ZB4 Paenibacillus pabuli 2,03
ZB5 Bacillus cereus 1,82
ZC3 Bacillus coagulans 1,71
ZP1 Bacillus pumilus 1,99
ZP?2 Zygosaccharomyces baili 2,09
ZP3 Staphylococcus warneri 2,12

Az altalam készitett kombuchabol kizarolag Zygosaccharomyces bailii élesztégombat sikertilt
faj szinten beazonositani. A starterkultarabol is csak ezt a fajt sikeriilt azonositani, igy ez az
eredmény nem meglepd. Ugyanakkor feltételeztem, hogy a starterkultira baktériumokat,
elsdsorban ecetsav baktériumokat is tartalmazni fog. Annak, hogy nem tudtam izolalni oka
lehet, hogy a vésarolt starterkultiraban mar nem voltak €16 baktériumok.

A Zygosaccharomyces bailii a szakirodamak alapjan gyakran emlitésre keriil a kombucha
¢lesztéfaj ozmotolerans, savtiiré és alkohol rezisztens (Mira és mtsai., 2014). A kombucha
mintakbol (L. és 1. minta) a fermentéacid végén vettem mintat, az izolatumok a folyamat végso
allapotat tiikrozik. A Zygosaccharomyces bailii kizarolagos jelenléte a fermentacio
elérehaladott, savas szakaszara utal, ahol mar csak savtiird mikroorganizmus marad életképes.
Megjegyzendd, hogy néhany izolatum esetében a score érték 2,00 alatti volt, igy felvetddik

annak a lehetdsége is, hogy mas, a Zygosaccharomyces nemzetségbe tartozo faj is jelen volt.
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Az 1. mintabol Micrococcus luteus fajt is izolaltam. Ez a Gram-pozitiv, aerob, coccus alakt
baktérium altalaban megtalalhato talajban, vizben és emldsok borén is (Li és mtsai., 2021).

Kontaminacio kdvetkeztében juthatott a kombuchaba, a fermentacidban nem vett részt.

A II. mintaban szintén kontaminaciot jelez a Bacillus circulans jelenléte. Ez a Gram-pozitiv

crer

A fermentacioés mintakbol nem sikeriilt a fermentacioban résztvevo baktériumok izolalasa. A
starterkultirabol kontaminal6 fajt nem azonositottam, tehat valoszintileg nem beldle szarmazott
a két azonositott baktérium, hanem a készités soran keriilhetett a mintakba. A baktériumok
forrasa lehetett a tealevél, amely gyakran szennyezett a Bacillus nemzetségbe tartozo

mikrobakkal (Zhang és mtsai., 2016).

A homogenizalt biofilmbdl izolalt torzseket faj szinten is beazonositottam. Zygosaccharomyces

bailii ebben az esetben is jelen volt. A két baktériumtorzs (ZP1, ZP3), amit azonositottam,

crer

Az A termékbdl sajnos nem tudtam faj szinten azonositani az altalam izolalt két
mikroorganizmust, mivel alacsony, 1,67-es score értékeket kaptam. A ZAl-t coccus alaku,
Gram-negativ és katalaz negativ mikroorganizmusként azonositottam. A ZA2 (6. abra) palca
alakt mikroba Gram-negativ, katalaz pozitiv volt a vizsgalataim alapjan. Ezen tulajdonsagok
¢s a mikroszkopos kép alapjan (8. abra) lehetséges, hogy ZA2 esetében ecetsav baktériumrol

van sz0, amely részt vehetett a kombucha fermentalasaban.

A B termék esetén két izolatumot azonositottam faj szinten, a Paenibacillus tylopili-t és a
Paenibacillus pabuli-t. Ezen kiviil alacsony score érték mellett a Bacillus cereus-t kaptam
eredményiil, amely alapjan az izolatum a Bacillus nemzetséghez tartozo faj lehet. A
Paenibacillus nemzetség tagjai Gram-pozitivak, amit a vizsgalataim is alatamasztottak. Féként
a talajban és novényi gyokérzetben talalhatoak meg (Grady és mtsai., 2016). Nem patogén
azonositott izolatum esetében amennyiben a tovabbi vizsgdlatok igazoljak, hogy Bacillus
cereus, ami egy opportunista patogén mikroba (Messelhdufer és Ehling-Schulz, 2018), és
¢lelmiszerromlast indikal (Bottone, 2010), akkor ez élelmiszerbiztonsagi kockazatot jelenthet,

amennyiben az is igazolodik, hogy valoban a termékbdl szarmazik.

A C termékbdl izolalt mikroorganizmusok morfologiailag, és a vizsgalatok eredményei alapjan

egy csoportot képeztek. A ZC3-as izolatumot valasztottam fajszinti beazonositidsra. Az
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azonositas eredménye Bacillus coagulans lett. Jayablan és munkatarsai (2014) szerint a
Bacillus fajok nem f6 alkotéelemei a kombucha mikrobialis k6zosségének, azonban iddszakos
jelenlétiik hozzajarulhat a pH csokkenéséhez savtermelésiik révén, valamint a bioaktiv
vegylletek kialakuldsaban is szerepiik lehet. A termék weboldalan az Gsszetevok kozott
szerepel a Bacillus coagulans, tehat a kisérletem a kapott alacsony score érték ellenére

alatamasztja, hogy a termékben az ¢I6 baktérium talalhato.

Osszességében diverzebb mikrobakdzdsségre szamitottam a kereskedelmi termékeknél, mivel
a vizsgalatok megkezdése eldtt mintat vettem az italokbol, és a mikroszkopos vizsgalat soran
sok mikroorganizmust lattam. Az eredményem oka az lehet, hogy a kereskedelmi kombuchak
némelyikét valamilyen eljarassal stabilizaltak, hiszen ha nem allitjak le a fermentaciot, a termék
tovabbi erjedésen megy keresztiil, ami a kombucha nem megfeleld izéhez, sz&lsdséges esetben
a tarold Tlveg felrobbandsdhoz vezethet. A stabilizdldas kovetkeztében valosziniileg

elpusztulhattak a mikroorganizmusok.

Tejsavbaktériumok valoszinilileg nem voltak jelen a sajat fermentalasti kombuchaban, mivel
M17 taptalajon semmilyen mikroorganizmus nem nétt egyik alkalommal sem, illetve az izolalt

mikroorganizmusok kézott sem volt erre utald tulajdonsagu. A tejsavbaktériumok azonban nem

crer
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5 Kovetkeztetések és javaslatok

5.1 Kovetkeztetések

A Kkisérleteim altalanossagban alatamasztjak a szakirodalmi adatokat. Az attekintésben leirtak
alapjan a hazi készitésiit kombuchakban inkabb az éleszték dominalnak, mig a kereskedelemben
olyan starterkultirakkal dolgoznak, amikben a baktériumok vannak talstulyban. Vizsgalataim
ezt megerdsitettek, mivel a kereskedelmi forgalomban kaphato termékekbdl csak
baktériumokat izolaltam, mig a készitett kombuchabol tulnyomorészt élesztéket tudtam
kimutatni. A Zygosaccharomyces bailii élesztégomba széleskortien emlitésre keriil a kombucha
mivel mind a starterként hasznalt kultirabol, mind pedig a sajat készitésii kombuchabol
izolaltam. Azt, hogy nem izoladltam baktériumokat a fermentalt sajat készitésii kombuchabol,
magyarazhatja, hogy a starter kultiraban is csak élesztdgomba (Zygosaccharomyces bailii) volt

jelen.

A kereskedelmi termékek vizsgilata soran a vartnal kevésbé diverz, és kisebb szdmu
mikrobakodzosséget tudtam kimutatni, mivel az izoldtumok kozott nem voltak élesztdk és
ecetsav baktériumok sem. Ebbdl azt a kovetkeztetést vontam le, hogy a termékek valamilyen
modon stabilizalva lehettek, a kereskedelembe keriilve mar nem, vagy csak minimalisan

tartalmaztak é16 mikroorganizmust.

A GUTsy Captain Original kombucha (C termék) esetében a termékcimkén az az informacio
szerepel, hogy tartalmaz ¢éléflorat (Bacillus coagulans) az italuk, ezt sikertilt is izolalnom és

beazonositanom.

Tejsavbaktériumokat, illetve mas probiotikus torzseket a C termékbdl izolalt Bacillus
coagulans kivételével nem sikeriilt izolalnom (Cao és mtsai., 2020). Ebbdl arra kovetkeztetek,
hogy az éltalam vizsgalt kombuchdk tobbsége nem bir probiotikus tulajdonsaggal, am ez nem

zarja ki az egészségre gyakorolt pozitiv hatdsukat a bioaktiv vegyiiletek révén.

5.2 Javaslatok

Erdemes lenne a kombucha teljes fermentacios folyamaténak vizsgalata, beleértve a mikrobak
izolalasat, valamint a pH nyomon kovetését. A bioaktiv anyagok azonositisa, ¢és
koncentracidjuk valtozasat a fermentacio folyaman szintén célszeri lenne vizsgalni. Igy

pontosabb képet lehetne alkotni a fermentaciordl és a mikrobakozosség valtozasairol.
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A fermentaciot mas paraméterek mellett is érdemes lehet megvizsgalni, példdul 30°C-on
végezni az erjesztést, mivel ezt szakirodalom alapjan jobbnak talaltak mikrobadiverzitas

szempontjabol (De Filippis és mtsai., 2018).

A kereskedelmi termékek esetén érdemes lenne nagyobb mintaszamot, valamint kiilonb6zo

izesitett, vagy gyogyndvényekbdl késziilt kombuchéakat vizsgélni.
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6 Osszefoglalas

A szakdolgozatom ¢s kutatdsom célja a kiilonb6zé kombucha tedk mikrobakozdsségének
vizsgalata és azonositdsa volt. Munkdm sordn kereskedelemben kaphaté kombuchdk
mikrobiologiai Osszetételét vizsgaltam, illetve a fermentaciot laboratoriumi koriilmények
kozott modelleztem parhuzamos mintakkal. Az izolatumokat foként MRS és YEPD téptalajon
tenyésztettem, mivel ¢élesztdgombakra, ecetsav ¢és tejsav baktériumokra szamitottam

elsésorban.

A kutatdsom els szakaszdban izolaltam a kereskedelmi termékekbdl ¢€s starterkultirabol
szarmaz6 mikroorganizmusokat. Ezt kovetden a starterkultura segitségével elkészitettem a sajat
kombuchamat is, melynek sejtszdm alakuldsat tizenegy napig kovettem nyomon. A

tizenegyedik napon vett mintakbol szintén izolaltam mikrobékat.

Mikor a torzsgyljteményem tejessé valt (36 izolatumot gyijtottem), mikroszkopos ¢és
mikrobiologiai vizsgélatoknak vetettem ala a mikrobdkat. Kutatdsom soran mikroszkopos
differencidltam a mikroorganizmusokat. A baktériumokon Gram-festést, KOH probat és
katalaz probat is végeztem a beazonosithatdosag érdekében. Vizsgalataim eredményeként a
kereskedelemben kaphat6 termékekbdl baktériumokat, a sajatkészitésti kombuchakbol pedig
foként élesztoket sikeriil beazonositanom. A hasonlé mikrobakbdl csoportokat alkottam, majd
kivalasztottam azokat, amelyeket faj szinten szerettem volna meghatarozni. Az azonositashoz

Bruker MALDI Biotyper késziiléket hasznaltam.

Az azonositott fajok részben egyeztek a szakirodalomban leirtakkal, a sajat kombuchéabdl izolalt
Zygosaccharomyces bailii-t sokszor emlitik a SCOBY résztvevojeként. Az A termékbdl nem
sikeriilt faj szinten beazonositani az izoldtumokat, azonban a vizsgalatok soran megallapitott
tulajdonsagok alapjan az egyiket lehetséges ecetsav baktériumként azonositottam. A B
termékekbdl olyan baktériumokat izolaltam, amelyek nem vesznek részt a fermentacioban, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a fermentaciot végz6 mikroorganizmusok elpusztultak ebben az
italban, valamint hogy az azonositott izolatumok esetleg utdlagos kontaminacié révén keriiltek
a termékekbe. A C termékbdl kizarolag Bacillus coagulans baktériumot azonositottam, ami
Osszhangban van a gyarto altal a termék cimkéjén deklaralt mikrobaval. Ez a mikroorganizmus

ismert probiotikus tulajdonsagair6l (Cao és mtsai., 2020).

A mikrobék szaporoddsanak nyomon kovetéséhez az altalam készitett kombuchabdl kétnaponta

vett mintakat MRS és YEPD taptalajon tenyészettem, majd inkubalast kovetden leszdmoltam a
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telepeket, amibdl kovetkeztettem a sejtszdmokra. A szaporodasi dinamika kiértékeléséhez
féllogaritmusos szaporodéasi gorbéket készitettem taptalajonként, amik megmutattdk a
kombuchara jellemzé mikrobaszaporodast, ¢és elkiilonithetdvé valtak a szaporodas egyes

fazisai. A fermentacié végén a kombuchak elérték a 108 sejt/ml koncentraciot.

Osszességében dolgozatom atfogd képet nyujt a kereskedelmi és a sajat készitésti kombuchak
mikrobiologiai kozosségének laboratoriumi vizsgalatardl, illetve a mikrobak szaporoddsanak
dinamikdjarol. Munkam eredménye alapot adhat tovabbi, részletesebb mikrobiologiai és
biokémiai vizsgalatokhoz, valamint a fermentaciés folyamatok optimalizalasanak

vizsgélatahoz.
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A konzulens tanszékének a neve: Elelmiszer-mikrobioldgia, -higiénia és biztonsdg Tanszék

Kijelentem, hogy az dltalam benyujtott szakdolgozat egyéni, eredeti jellegdi, sajat szellemi alkotasom.
Azon részeket, melyeket mas szerz6k munkdjabdl vettem at, egyértelmiien megjeléltem, és az
irodalomjegyzékben szerepeltettem. Tovdbba kijelentem, hogy a dolgozat elkészitése soran
alkalmazott mesterséges intelligencia-eszkdzok (pl. szoveggeneralds, nyelvi javitds, forditas,
adatelemzés) haszndlata nem helyettesitette a sajat kutatdsi és alkotéi munkédmat, azok alkalmazdsat
a forrdsok kozott vagy a mddszertani részben feltiintettem, és a szakmai-etikai elvarasoknak
megfelelGen jartam el.

Ha a fenti nyilatkozattal valétlant allitottam, tudomasul veszem, hogy a zardvizsga-bizottség a
zérdvizsgabol kizar és a zardvizsgét csak Uj dolgozat készitése utan tehetek.

A leadott dolgozat, mely PDF dokumentum, szerkesztését nem, megtekintését és nyomtatdsat
engedélyezem.

Tudomasul veszem, hogy az &ltalam készitett dolgozatra, mint szellemi alkotas felhasznaldsara,
hasznositésara a Magyar Agrar- és Elettudoményi Egyetem mindenkori szellemitulajdon-kezelési
szabdlyzataban megfogalmazottak érvényesek.

Tudomasul veszem, hogy dolgozatom elektronikus valtozata feltéltésre keriil a Magyar Agrér- és
Elettudoményi Egyetem konyvtari repozitori rendszerébe. Tudomasul veszem, hogy a megvédett és

- nem titkositott dolgozat a védést kbvetéen

- titkositdsra engedélyezett dolgozat a benyujtdsatdl szamitott 5 év eltelte utan
nyilvanosan elérhetd és kereshetd lesz az Egyetem kdnyvéri repozitori rendszerében.

Kelt: 2025 év AO. h6 _2C. nap

,“'c' ({Lag e ‘CJ\’\
Hallgaté alairasa
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NYILATKOZAT

eds s (név) (hallgaté Neptun azonositdja: (G WEE )
konzulenseként nyilatkozom arrol, hogy a
zarddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot? attekintettem, a hallgatot az
irodalmi forrasok korrekt kezelésének kévetelményeirdl, jogi és etikai szabalyairdl
tdjékoztattam.

A zérddolgozatot/szakdolgozatot/diplomadolgozatot/portféliot a zardvizsgan térténd
védésre javaslom / nem javaslum’.

A dolgozat dllam- vagy szolgalati titkot tartalmaz: igen nem*?

Kelt: Budapest, 2025 év oktober hé _30. nap

belsd konzulens
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Hallgaték, doktoranduszok nyilatkozata mesterséges intelligencia (MI)

alkalmazasardl
1. Altalianos adatok
Hallgat6 neve: Kelemen Zita Julia
Neptun-kodja: 104WR6
Képzési szint (a megfelelét jelslje X-szel): | = o0 BA H MSC/MA T Doktori (PhD)
LIEgyéb: oo
Tantargy neve/kodja*: Szakdolgozat
A munka cime: Kiilonb6z6 kombucha tedk

mikrobakdz0sségének vizsgalata

* doktori értekezés esetén nem kitdltendo

2. Nyilatkozat az MI hasznalatarol

Alulirott, etikai felelosségem teljes tudataban az alabbi nyilatkozatot teszem:

(Kéryjiik, valasszon egyet az alabbi lehetéségek koziil!)
[ A) Nem alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgéltatast.
(Amennyiben ezt jelolte, a tovabbi tablazatok kitdltése nem sziikséges.)
B B) Alkalmaztam mesterséges intelligencia rendszert vagy szolgaltatast.

(Kerjiik, toltse ki a vonatkozé tablazatokat!)

3. A mesterséges intelligencia hasznalatanak részletezése

I. TABLAZAT: Asszisztensi vagy kisebb mértékii felhasznalas (pl. forditis, nyelvi
korrektura, otletelés stb.)

(Ezen felhasznaldsok esetében a konkrét promptok és valaszok csatoldsa nem sziikséges.)

A felhasznalas célja Alkalmazott MIl-eszkoz | Erintett rész (ha nem a
neve és verzigja szoveg egészére
vonatkozik)

nyelvi korrektura, forditas ChatGPT 4.0 Turbo Irodalmi attekintés

II. TABLAZAT: Jelentés tartalmi hozzajarulas (pl. egy teljes abra vagy egy hosszabb
szovegrész generalasa)

(Ezekben az esetekben a felhaszndlt kulcsfontossdagu promptok és az MI dltal adott nyers
valaszok dokumentaldsa és a munka mellékletében valo csatoldsa sziikséges.)

A prompt-naplét

Alkalmazott  MI- Az érintett fejezet / | tartalmazé

crs s | €SZKOZ neve, | 2y, ,
A felhasznalas célja ‘re >| abra / tablazat | melléklet
verzidja, . - L
. o pontos sorszama bejegyzésének
elérhetosége .
sorszama
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3/A. Oktato altal eloirt kiegészité szabalyok (ha vannak)

Amennyiben az adott tantirgy oktatdja vagy témavezetdje az Ml-eszk6zok hasznalatira
vonatkozdan kiilon szabalyokat vagy elvarasokat hatarozott meg, kérjiik, az alabbi mez6ben
foglalja 6ssze ezeket:

Pl. az MI hasznalatanak tilalma bizonyos feladattipusokra, csak konkrét eszkoz haszndlata
engedélyezett, eltérd hivatkozasi elvarasok, dokumentacios forma stb.

Oktato vagy témavezetd altal eldirt szabalyok:

4. Minden hallgatora vonatkozo nyilatkozat:

Kijelentem, hogy az MI altal esetlegesen generalt tartalmakat minden esetben kritikailag
feliilvizsgaltam, szerkesztettem és a munkaba illesztettem. A leadott munka minden eleméért,
annak eredetiségéért ¢és tudomanyos helytallosdgaért teljes korti feleldosséget vallalok.
Tudomasul veszem, hogy a Magyar Agrar- és Elettudomanyi Egyetem a benyujtott munkat
mesterséges intelligencia detektorral ellendrizheti, és eljarast kezdeményezhet, amennyiben a
nyilatkozatom val6tlan vagy hianyos.

Kelt: Budapest, 2025.10.30.

Hallgato alairasa Konzulens/Témavezeto alairasa
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