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Abstrakt:

Kombuchovy napoj je oznacovan vyluh Caje s pfidanou houbou kombucha nazyvanou
scoby. Takto se ziska nizkoalkoholicky napoj, ktery ziskava zna¢nou popularitu, a to zejména
diky udajnym prospéSnym vlastnostem na lidské zdravi. Mikrobialni slozeni tohoto napoje je
velmi bohaté, skladajici se sbakterii a kvasinek zijicich v zajemné symbidze [11].
Mikrobidlni slozeni népoje a jeho pfiznivé uinky na lidské zdravi spolu velmi uzce souvisi.
Tato prace se zabyva analyzou chemického slozeni kombuchového népoje, a to zejména se
zam¢efenim na obsah majoritnich slozek jako jsou organické kyseliny, sacharidy a ethanol.
Tyto analyty patii mezi nejcastéji a nejhojnéji se nachazejici latky v kombuchovém napoji a
jsou velmi tzce propojeny s mikrobialnim slozenim scoby samotné [3]. Vzorky
kombuchového napoje byly dodany firmou RebornFood, ktera se jako jedna z mala zaobira
komeréni vyrobou tohoto ndpoje na Ceském trhu. Zaroven si tato firma zakldd4 na cisté
prirodni fermentaci napoje, tudiz do procesu vyroby neni nijak zvlast¢ zasahovano. Vysledky
této diplomové prace poukazuji na vliv pouzivané scoby a stim spojeny vyskyt analytd
V ndpoji a zaroven je potvrzen vyrobni proces, spojeny se vznikem analytd, ktery je popsan
v nékolika c¢lancich. Piedpoklada se, ze tato prace poskytne informace jak z hlediska
vyrobnich podminek, tak chemickych vlastnosti vyrobeného napoje souvisejici se stavem
scoby, které budou vyuzity dale, jak pro firmu RebornFood, tak jako material k vyuziti
vyfeSeni technickych problému vyroby tohoto népoje.
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Abstract:

The kombucha drink is referred to as leavened tea with added sponge called a scobie. In
this way, a low-alcohol beverage is obtained, which gains considerable popularity, especially
due to the alleged beneficial properties for human health. The microbial composition of this
beverage is very rich, consisting of bacteria and yeasts living in a beneficial symbiosis [11].
The microbial composition of the drink and its beneficial effects on human health are very
closely related. This work deals with the analysis of the chemical composition of the
commodity beverage, especially with regard to the content of major components such as
organic acids, carbohydrates and ethanol. These analytes are among the most common and
most profoundly found substances in the carbohydrate beverage and are very closely related
to the microbial composition of the scoby itself [3]. Combo beverage samples were supplied
by RebornFood, one of which is the commercial production of this drink on the Czech
market. At the same time, this company bases itself on purely natural fermentation of
beverages, and therefore it is not particularly involved in the production process. The results
of this diploma work point to the effect of the scoby used and the associated occurrence of
analytes in the beverage, as well as the production process associated with the formation of
analytes, which is described in several articles. It is expected that this work will provide
information both on the production conditions and on the chemical properties of the beverage
related to the condition of the scoby, which will be used further, both for RebornFood and the
material used to solve the technical problems of this beverage production.
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1 Uvod

Jako kombucha je oznaCovan jak napoj, tak i houba pochazejici z orientu, kde byly jeji
blahodarné Gc¢inky zname jiz vroce 197 pred. n. |., kdy zdejsi doktor pouzil kombuchu
k 1é¢b¢ traviciho traktu japonského cisafe. Ve skute¢nosti je oznaceni kombuchy jako houby,
které zname nespravné, jedna se o symbidzu kvasinek a bakterii. Pro kombuchovou houbu se
pouziva mnoho nazvu, z nichz nejcastéji uzivany je nazev scoby. Vzhled scoby je také
pon¢kud netradi¢ni mé tvar plochého gumovitého hnédého nebo svétleSedého livance. O
kombuchovém napoji je znamo mnoho piiznivych ucinka na lidsky organismus, a tak je tato
houba pouzivéna jako 1€k i jako potravina. Mezi hlavni pfiznivé ucinky piti kombuchového
napoje patii podpora imunity, doplnéni dulezitych vitaminl a ochrannych latek. Tento napoj
nemusi byt uren pouze k piti, ale muzeme jej vyuzit k obkladim pfi popaleninach,
vyrazkach, ale také k péci o télo, vlasy a plet’ [12]. Vyroba kombuchového napoje je jednou
z nejjednodussich fermentaci, které mizeme uskuteénit i v domacim prostiedi.

Vzhledem ke stoupajicimu nebezpeci ucinku volnych radikald, které vznikaji v naSem
téle a dalsich latek z okolniho prostiedi, které zde ptedstavuji potencialni nebezpeci jako je
poskozeni bunéfné membrany, ¢i ni¢eni genetické informace nebo starnuti bunck, se
kombuchovy nédpoj jevi jako vhodny zplisob ochrany pfed témito volnymi radikaly a to diky
obsahu antioxidantd, vitamind a dalSich latek, které jsou schopny volné radikaly a skodliviny
nejen blokovat ale i nicit [32].

Kombuchovy napoj, ktery byl zkouman v této diplomové praci pochazel z nové firmy
RebornFood s.r.o0., ktera jako sviij prvni projekt zvolila pravé vyrobu kombuchového napoje.
Kombuchovy napoj byl vyrabén z vyluhu ¢aje, ktery byl nasledné oslazen a nalit na scoby
(kombuchovou houbu), tim byla zahajena fermentace tohoto napoje. Jejich vyroba se oproti
ostatnim komerénim vyrobam li§i, hlavné pfistupem, chuti 1 samotnou vyrobou. Firma
RebornFood s.r.o, se potykala s uréitymi problémy v technologii vyroby a také potiebovala
zjistit mnozstvi chemickych sloucenin ve finadlnim ndpoji, Cemuz se vénuje tato prace.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Historie kombuchy

Nazvem kombucha je oznafovan starodavny napoj mirn¢ sladké a trochu kyselé chuti,
ktery ma mnoho zdravotnich piinost. Je zverejnéno velké mnozstvi informaci o ucincich
tohoto napoje, a to hlavné diky jeho ucinkim na lidské zdravi. Kombuchovy napoj je
konzumovan v mnoha zemich po staleti a v dneSni dobé se setkdvame s rostoucim zajmem,
diky védeckym poznatktim z poslednich let [3].

Prvni zminka o kombuchové houbé neboli scoby pochézi ze severovychodni Ciny zhruba
kolem roku 220 pt.nl. Nazev dostala na zakladé jména korejského 1ékaie Komba, ktery jako
prvni piivezl do Japonska 1éCivy Caj, ktery byl fermentovany touto houbu, aby uzdravil cisafe
Inkyo, ktery trpé€l travicimi obtizi. S rozSifovanim obchodnich cest za Dalnym vychodem se
kombucha postupné rozsifila do Ruska a vychodni Evropy [4]. Prvni dohledatelny zdznam
z historie o piti kombuchového napoje pochazi z Ruska a Ukrajiny ke konci 19. stoleti. Kdy
se kombucha §ifila po Evropé, béhem prvni svétové valky diky zajatciim se dostala do novych
zemi. Zhruba do 20. let 20. stoleti byl kombuchovy napoj velice oblibeny v celém Némecku,
kde se pouzival jako domaci a lidovy 1€k proti zaludeCnim potizim, hemeroidim a
revmatismu. Samotnou kombuchovou kulturu Ize oznacit né€kolika nazvy z kterych je
nejcastéji pouzivan: matka (nebo dit¢), scoby (symbioticka kultura bakterii a kvasinek) nebo
kombuchova houba [1,2].

Recept, jak vyrobit kombuchovy napoj byl pfedavan z generace na generaci a jedna se o
vysledek fermenta¢niho procesu, ktery kombinuje houbu scoby, ¢aj, cukr a vodu. Autentické
scoby se samy rozmnozuji, coz z nich déla udrzitelny, ptijemny a ekonomicky napoj, ktery je
mozné si pripravit i V domdacich podminkach. Kombuchovy napoj se pySni velké oblibé po
celém svété. Vroce 2009 se tento napoj fadil mezi jeden znejoblibenéjSich produkth
V Americe. Od té doby tento napoj provazi velky nartst prodeje a stal se komercné
dostupnym v fad¢ obchodil. V komer¢ni vyrobé kombuchového napoje se ovsem setkavame
s problémem, ktery firmy stale fesi, a to je zplsob zastaveni fermentace v lahvi. Toho Ize
docilit nékolika zptisoby pii ¢emz firmy nejcastéji vybiraji potlaceni pfirozené kombuchové
kultury. Ackoliv je scoby spojovana se slovem houba, o houbu se nejedna. Tento nazev
oznacuje Zivy organismus Zijici v symbiodze, ktery je slozeny z mnoha bakterii, kvasinek a
drobnych organismt [3,4,5].

Dalo by se fici, Ze scoby je vice liejnik nez houba, jelikoz typické organismy vyskytujici
se vV kombuse jsou také typické pro liSejniky. I po vzhledové strance je tato ,,houba‘ podobna
svétle hnédému liSejniku. LiSejniky maji v pfirodnim lé¢itelstvi velmi dobrou povést a na
zemi se vykytuji pres 2 miliardy let. V soucasnosti je znamo cca 16 000 druhti liSejniku, mezi
které se tadi i kombucha (scoby). Scoby je ta ¢ast celé kombucha houby, ktera pfeménuje
obycejny slazeny Caj na napoj kombucha. Jedna se o Sedavé bilou nebo bézovou hmota, ktera

plave na povrchu a je zodpovédna za charakteristickou mirn€ octovou chut’ a obsah alkoholu
[6,5].



2.2 Vyroba kombucha napoje

Priprava kombuchového napoje se fadi mezi jednu z nejjednodussich fermentaci, které
muzeme uskuteCnit doma. Zakladem takové fermentace je kombuchovy plat, ktery se
vétsSinou sklada ze dvou vrstev. Scoby, ktera se pifidava do cCajového nalevu je také
oznacovana jako matetska a na této vrstvé dochazi v priabéhu fermentace K ristu vrstvy nové,
tedy dcefiné. Jedna se o proces omlazovani kombuchové kultury [4].

2.2.1 Caj vhodny pro piipravu kombucha napoje

Béhem vyvoje lidské civilizace byla spousta potravin a napoji uzivana zejména diky
jejich ptiznivym G¢inkim na lidské zdravi. Caj je jeden z nejstar§ich znamych 1é¢iv,
objevenym v Ciné jiz pied 5000 lety, kde byl pouZivan pfi odstraiiovani alkoholu a toxint
z téla, zlepSeni prutoku krve a moci, zmirnéni bolesti kloubti, zlepseni odolnosti vici
nemocem. Do Evropy byl &aj poprvé zaveden z Ciny portugalskymi a holandskymi
pruzkumniky jako 1é¢iva bylina. Béhem let se konzumace ¢aje zacala propojovat nejen s jeho
1éCebnymi Ucinky, ale stal se zné&j zivotni navyk, stejn¢ jako z kavy V dneSni dobé je
péstovan ve vice nez 30 zemich svéta a hned po vod¢ se jedna o nejvice konzumovany napoj
na celém svété. Caj je vyrabén jako zeleny nebo &erny, pii¢emz Serny ¢aj piedstavuje
pfiblizn€ 80 % vSech cajovych vyrobki. SloZzeni a vlastnosti €aje jsou velmi dobie
prozkoumany, coz zné&j ¢ini vhodny vychozi bod pro pochopeni potencidlu kombuchy.
Volbou pouzité¢ho ¢aje miizeme ovlivnit chut’ vysledného napoje, nebo zvysit jeho piiznivé
ucinky na na$ organismus. Jako klasicky kombuchovy néapoj je povazovan cCerny Ccaj
s kombuchovou kulturou a rafinovanym cukrem [7].

2.2.1.1 Cerny éaj
Tento typ Caje predstavuje nejveétsi svétovou spotiebu a preferuji jej predevSim zépadni
populace.

Obrizek 1 Sdlek cerného caje[33]

Vyroba ¢erného ¢aje probiha tfemi hlavnimi kroky, a to zpracovanim listi z ¢ajovniku
Camellia sinensis:

¢ Vadnuti nebo suSeni — v prvnim kroku je odstranéna z listd ¢aje voda, ktera tvofi asi
75% celkové hmotnosti ¢ajového listu. To miiZze byt uskute¢néno nékolika zplisoby
napf. vystaveni listl slune¢nimu zareni.
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e Vilcovani — dal$im krokem je rozkladani listové tkdné, ¢imz je usnadnén odtok lymfy
a tim je podpofena nasledna enzymaticka oxidace polyfenoll. Jedna se o krok, ktery je
nezbytny pro vytvofeni chuti, viin€ a barvy ¢erné¢ho caje.

e Oxidace — jedna se o posledni etapu pii zpracovavanim ¢erného Caje a je klicovym
faktorem pii urCovani kvality ¢aje. Dochazi zde k enzymatické oxidaci asi 90 — 95 %
polyfenoli spolu s dal§imi zménami [7,33].

2.2.1.2 Chemické sloZeni cerného caje

V Cerném caji jsou stejne jako v Caji zeleném obsazeny flavonoidy, kterych je zde méné
nez v ¢aji zeleném. Déle je zde obsazen kofein, ktery ma rozdilné G¢inky nez napiiklad v kave
kofein obsazeny v erném caji se vaze jeSté na dalsi obsazené latky, diky tomu mé schopnost
snizovat krevni tlak. Rovnéz katechiny vyskytujici se v tomto ¢aji jsou oznacovany jako
velmi silné antioxidaéni latky, které jsou schopny bojovat proti naddoriim, snizuji hladinu
cukru v krvi a zabranuji angiogenezi V neposledni fad¢ je zde obsazen napt. fluor, ktery
pomaha branit sklovinu nasich zubu [8].

2.2.2 Jasminovy ¢aj

Jasminovy ¢aj je ¢aj s plnou viini jasminovych kvéth a diky tomu se také nékdy oznacuje
jako vonici ¢aj. Typicky se jednd o ¢aj, ktery ma zaklad zeleného Caje, ale mize se také pouzit
¢aj Cerny nebo bily. I pfes zaklad téchto ¢aji je vyslednd chut jasminového caje jemné
sladka. Listy tohoto Caje se sklizeji a pocatku jara a skladuji az do pozdniho 1éta, kdy dojde
Kk rozkveteni Cerstvych jasminovych kvétl, ty se sbiraji brzy rano, dokud nedojde k jejich
otevieni. Béhem noci se jasminové kvéty rozeviraji a uvoliuji do ¢aje svou typickou vini.
Existuji dvé metody pouzivané k vyrob¢€ jasminového €aje. Jedna metoda zahrnuje umisténi
¢aje a jasminovych listi ve stfidavych vrstvach, oproti tomu v druhé metod¢ dochazi
K promichani ¢aje i listd a nasledné skladovani pies noc. Tento proces miize byt opakovan az
sedmkrat pro dosazeni nejlepsi kvality [9,34].

Obrazek 2 Listy caje s jasminem[9]

2.2.3 Zeleny ¢aj

Je vyroben stejné jako Caj Cerny z listkd rostliny Camellia sinensis, ktera se péstuje
v riznych zemich subtropického pasu a zasahuje az do pdsu mirného. Nejvétsi produkce
tohoto Caje je zejména v Asii a Africe. Existuje nekolik odrid zeleného caje, které se lisi
podminkami péstovani a nésledného zpracovani, coz mé zasadni vliv na charakter na
vysledny ¢aj. Nejlepsi podminky pro péstovani ¢ajovniku jsou pii teplotnim rozmezi od 18 °C
do 28 °C.
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Stejné jako péstovani ¢ajovniki je dilezita sklizen kdy se sklizeji pouze dva horni listy a
listovy pupen. Cela sklizen zeleného Caje se provadi rucné. Sbér se obvykle provadi ve
Ctyfech etapach:

e FirstFlush - od bfezna do poloviny dubna
e Inbetween - od dubna do poloviny kvétna
e Second flush — od kvétna do ¢ervna
e Aurumnal — od fijna do listopadu

Obrazek 3 Listy zeleného caje [36]

Zeleny ¢aj obsahuje fytochemikalie jako jsou polyfenoly a kofein. Polyfenoly, které se
zdravotnim benefitim zeleného €aje je tento napoj popularni v mnoha zemich po celém svéte.
Katechiny zelen¢ho c¢aje jsou uzitecné diky svym protirakovinotvornym a antioxidacnim
vlastnostem [35,36].

2.2.3.1 Chemické sloZeni zeleného caje

Cerstvy ¢ajovy list je bohaty na flavanolovou skupinu polyfenolii, kterd je zndma jako
katechiny. Suché listy mohou obsahovat az 30 % katechinu. Cajové listy obsahuji i jiné
polyfenoly zahrnujici flavonoly a jejich glykosidy a depsidy, jako je kyselina chlorogenova a
kumarylchinova kyselina. Déle je zde asi v3 % obsazen kofein spolu s velmi malymi
mnozstvimi ostatnich methylxantini, teofilinu a teobrominu. Pro zeleny ¢aj je také jedine¢na
aminokyselina theanin (5-Methylglutamin). Zeleny ¢aj kromé normalnich slozeni enzymi
obsahuje cCajovy list aktivni polyfenol oxidasu, kterd katalyzuje aerobni oxidaci
katechinu [36,7].

2.2.4 Vytvoreni ¢ajového nialevu

Kombuchovy napoj se typicky piipravuje z ¢erného nebo zeleného caje, ktery je oslazeny
cukrem. Pro piipravu napoje, ale miizeme pouzit i ¢aje bylinné nebo ovocné, také sachardza
muze byt do nalevu pifiddvana ve formé cukru nebo medu. Do pfipraveného oslazeného
¢ajového nalevu je vlozena scoba, takto pfipraveny nalev obsahujici scobu je ponechan pfi
pokojové teploté zhruba 10 dni. Chut vysledného kombucha néapoje je ovlivnéna jak
mnozstvim pouzitého cukru a druhu ¢aje, tak pivodem scoby. Nékteré Caje jako je napiiklad
¢aj bily a zeleny maji jemné chutové tony, a tudiz mohou vést k nevyrazné chuti vysledného
napoje z toho divodu je nejpouzivanéjSim Cajem caj Cerny. Dulezitym faktorem pii vyrobé
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kombuchy je i spravna doba louhovani ¢aje. Pokud ¢aj louhujeme déle, nez je doporucena
doba, ma to za nasledek extrakci vice hotkych sloucenin, které vytvoii ve vysledném népoji
V ndpoji a tudiz je vyrazna chut’ mdla. Proto jsou pro pfipravu nejvhodnéjsi cajové listy
uréené k vicendlevovym pouzitim, kde mizeme koncentrovat chut’ ¢aje bez rizika nadmérné
extrakce hotkych sloucenin [10,11,4].

».7“," N o
e
DO 4

cajovy nalev

Obrazek 4  Pripraveny cajovy ndlev se scoby

2.2.5 Primarni fermentace

Jakmile je pfipraven slazeny cCajovy nalev, odstrani se z néj Cajové listy ¢i sacky.
Nasledné se ochladi na optimalni teplotu minimalné pod 32 °C a poté se piida scoby, jelikoz
horky nélev by zni€il mikroorganismy v houb¢ obsazené, coz by m¢lo za nasledek netiplnou
fermentaci. Optimalni teplota nalevu pro piidani scoby je mezi 25 °C — 32 °C, coz odpovida
teplotnimu optimu, kdy bakterie Acetobacter a kvasinky rostou nejlépe. Hrdlo nadoby
obsahujici nalev s ¢ajovou houbou je nutné ponechat uzaviené platnem ¢i pevné tkanou
latkou, tak aby byla umoznéna dostate¢na vyména plynu, zajist'ujici preziti mikroorganismd.
Nasledné je kultura ponechana kvasit po dobu 7 az 10 dni pii pokojové teploté. Béhem tohoto
primarniho kvaSeni musi byt pro rostouci bakterie pfitomen kyslik v dostate¢ném mnoZstvi.
Na druhou stranu vsak nelze ponechat kombuchovy napoj bez uzavéru, protoze zde dochazi
k ohroZeni kontaminaci napf. vSudypiitomnymi ovocnymi muSkami a nezadoucimi kulturami
mikroorganismi. Cim delsi je doba této primarni fermentace, tim vice vynika octova chut
vysledného napoje a sniZuje se obsah cukru [10,6].

Bakterie obsazené ve scoby fadime mezi acidofilni mikroorganismy, coz znamena, Ze
tyto bakterie pottebuji ke svému zivotu kyselé prostiedi. S vyjimkou bylinnych ¢aji, vSechny
¢aje, které se pro vyrobu napoje vyuzivaji, maji pH v rozmezi od 2,9 do 6,3. Hodnota pH
vV kombuchovém napoji klesd béhem fermenta¢niho procesu. Tento jev je zplisoben zejména
bakteriemi, které do média vylucuji organické kyseliny a dalsi latky. Nizké pH umoziuje
zaroven rust pouze téch mikroorganismu, které jsou schopné vydrzet vyklenky pH, a tak
mohou poskytnout urcitou ochranu proti invazivnim kontaminujicim latkdm. Pro ukonceni
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primarni fermentace staci pouze vyjmout Scoby z ¢ajového nalevu, aby nedoslo k jejimu
poskozeni. Vyjmutou houbu Ize opétovné pouzit nebo skladovat v ¢ajovém nalevu, a to po
dobu tii tydnt. Scoby Ize uchovavat i delsi dobu, v tomto ptipad¢ je potieba ulozit kulturu do
chladu, ve kterém se mikroorganismim pfitomnym ve scobé zpomali metabolické procesy a
bunééné déleni se zastavi [10,12].

2.2.6 Sekundarni fermentace

Po primarni fermentaci nésleduje prefiltrovani napoje ptes platno a jeho nasledné stoceni
do lahvi. Vtomto kroku lze do ptipraveného napoje ptidat pozadovanou chut’ ¢i aroma.
Obvykly proces vyjmuti scoby z napoje neodstrani vSechny mikroorganismy. To ma za
nasledek, Zze po stoceni a uzavieni nadoby zbylé mikroorganismy dale fermentuji v tomto
uzavieném systému. Mikroorganismy produkuji oxid uhli¢ity, ktery v lahvi nemuze unikat,
tak jak tomu je pii primarni fermentaci. To ma za nasledek saturaci kombuchového napoje
Vv lahvi. Zaroven béhem sekundarni fermentace miizeme také pozorovat rist pH, coz mtize
zpusobovat také tvorba oxidu uhli¢itého béhem této fermentace [6].

Organismy obsazené ve scoby, které zbyly v napoji i ptes jeho piefiltrovani budou i nyni
metabolizovat jakykoli zbyvajici cukr a pievadét jej na kyselinu mléénou, octovou, ethanol a
oxid uhlic¢ity, diky tomu je vysledny napoj perlivy a méné sladky. Tomuto kroku lze alespon
¢astecné zabranit umisténim lahvi do chladu, ¢imz se fermentace a karbonace zastavi, jelikoz
se diky nizké teploté mikroby dostanou do klidového stavu [6].

Obrazek 5 Stoceny kombuchovy napoj v lahvich|6]
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2.3 SlozZeni a vlastnosti kombuchy

V této kapitole bude podrobnéji rozebrano spoleCenstvi mikroorganismu, kvasinek a
bakterii, které se ve scoby nachazeji i chemické vlastnosti, jak scoby, tak vysledného
kombuchového napoje.

2.3.1 Mikrobialni sloZeni scoby
Fermentovany ¢aj kombucha se vyrabi za pomoci plovouci mikrobialni kolonie (Sscoby)

sestavajici se z kmeni aerobnich bakterii a kvasinek Zijicich v symbidze a tvotici biofilm.
Vzhled této kolonie vétSinou pfipomina plovouci houbu, ale jedna se o plovouci celulézovou
vrstvu. Tato celulozova vrstva, kterd se vytvori béhem fermentace, se objevi jako tenka
membrana na povrchu ¢ajového vyluhu, kde je bunécna hmota bakterii a kvasinek propojena
a udrzovana pohromad¢. Tato smé&s celulézy a mikroorganismi je nejspise divodem nazvu
Cajova houba. Tato vrstva ptipravena z pelikuli Acetobacter xylinum ma vybornou
mechanickou pevnost a jedine¢né vlastnosti z hlediska chemické stability a molekularni

struktury [3].

Celulozova sit’, ktera je vyrobena Cistou kulturou Acetobacter xylinium se pouziva k 1é¢bé
popalenin kuze a jinych koznich poranéni. Z riznych vyzkumi vyplyva, ze kofein a jeho
ptibuzné slouceniny jako je teobromin a teofylin stimuluji schopnost bakterii produkovat tuto
celulézovou vrstvu. Kofein obsazeny v ¢aji tudiz podporuje tvorbu této vrstvy. Problém
nastava pii zvySené koncentraci kofeinu asi na ¢tyinasobek bézné hodnoty, kdy kofein za¢ne
inhibovat fermentaci kombuchy. Proces vyroby této plovouci celulézové vrstvy usnadnuje
provzdusiovani média nutné pro spravny rast a proliferaci aerobnich organismu. Tudiz s
kazdou nové¢ zaloZenou varkou kombuchy vznikd novy film a tento novy film, Ize néasledné
pouzit pro piipravu dalsiho kombuchového napoje [3,10].

Bakterie, které se vyskytuji v kombuchové kultute a produkuji kyselinu octovou a
glukonovou jsou prevladajici heterotrofni druhy. Primarni bakterii v kolonii je Acetobacter
xylinum, ktery produkuje kyselinu octovou, glukoronovou a celulézu z uhlikovych zdroji
jako je ethanol a glukéza. Za tento proces jsou zodpovédné enzymy akoholdehydrogenaza a
aldehyddehydrogenaza, enzymy, které produkuji kyselinu octovou, ta poté vstupuje do
Krebsova cyklu, jehoz kone¢nym produktem je oxid uhli¢ity. Rod Gluconobacter pfitomny
v kombuse neni schopen oxidovat acetat pies Krebsuv cyklus, protoze postrada enzymy jako
je sukcindt dehydrogendza a alfa-ketoglutarat dehydrogenaza, které jsou nezbytné pro
oxidacéni proces, coz vede k akumulaci produkti jako je glukonat v médiu. Bylo prokézano,
ze kvasinkova kolonie nachdzejici se v kombusSe je velice variabilni, piesto ale n¢které druhy
jako jsou: Brettanomyces, Zygosaccharomyces a Saccharomyces se vyskytuji ve v§ech typech
kombuchy. Vyskyt druhti kvasinek se 1isi dle historického ptivodu kombuchy napt:

e Thaiwan — Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii a Brettanomyces
bruzellens

e Mexiko — Brettanomyces intermedius, Candida famata, Pichia membranaefaciens,
Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces bailii a Zygosaccharomyces
delbrueckii
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Obecné plati, Zze kvasinky Saccharomyces, Torulopsis, Mycotorula, Schizosaccharomyces,
Pichia, Torula, Mycderma a rod Candida jsou nejhojné&ji zastoupeny ve vSech druzich
kombuchy, avsak kmenové zastoupeni kvasinek v koloniich je proménné a zavisi dle pavodu
kombuchy [13,14,15,16].

Obrazek 6  Kvasinky Saccharomyces, Schizosaccharomyces a Torula [13,14,15,16]

Vyhodou ptipravy kombuchového napoje je velmi nizké riziko kontaminace patogennimi
mikroorganismy vychazejici z vlastnosti media, tudiz vyroba takovéhoto napoje je jednoduse
proveditelnd a nepotiebuje zadné specialni opatfeni. Pomérnd kyselost produktu (pH 2,5)
omezuje schopnost mnoha jinych mikroorganismi a moznych kontaminantli na takovém
substratu rist. Celd mikrobidlni symbidza v celulézové vrstvé je velmi slozita.
Bakterie a kvasinky, které se zde nachazeji, jsou uspofadany v pasmech uvniti celulézové sité

3].

Obrazek 7 Usporadani kvasinek a bakterii ve scoby[3]

Organismy obsazené v kombuse maji mezi sebou piiznivé vztahy, kvasinky, které jsou
producenty ethanolu, poméhaji bakteriim k produkci kyseliny octové. Navic produkce
kyseliny octové muze dale napomahat ke stimulaci kvasinek a tvorbé ethanolu. V konecném
disledku soucasnd vyroba ethanolu a kyseliny octové brani kontaminaci jinymi
mikroorganismy. Zaroven je zajisténa konverze oxidu uhli¢itého béhem fermentace, ktera
zacind kvasinkami rozkladajicimi pouzity cukr na glukézu a fruktézu. Vznikla glukoéza je
primarné vycerpana kvasinkami za vzniku ethanolu. Ethanol se nasledn¢ oxiduje bakteriemi
na acetaldehyd a nasledné kyselinu octovou. Vedlejsi biochemicka aktivita bakterii
Acetobacter preménuje glukézu na kyselinu glukonovou, naopak fruktéza zlstava soucasti
fermenta¢niho nalevu a je vyuzivana mikroorganismy k méné vyznamnym pfemeénam. Z vyse
uvedeného tedy vyplyva, Ze v pribéhu fermentace jsou hlavnimi produkty bakterii predevsim
kyselina octova, glukonova a celuléza [3,16].
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2.3.1.1 Kuvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni chemoheterotrofni jednobunécéné organismy patfici do fise
nizsich hub. V pfirod¢ jsou tyto organismy velmi rozsifené a Ize je nalézt prakticky po celém
svété. V soucasné dob¢ je znamo vice nez 500 druht, které tvoii piiblizné 37 rodu.
Nejznaméjs$im a zaroven nejprostudovangjSim zastupcem je kvasinka Saccharomyces
cerevisiae, ktera je vyuzivana uz po cela staleti k vyrobé piva, vina, kombuchy a fady dalSich
napoji. Bunky kvasinek a kvasinkovych organismti maji velmi riznorody tvar bunky, ktery se
méni v zavislosti na podminkach vnéjSiho prostiedi a také souvisi s funkci dané buriky.
Kvasinkové buitka méni sviij tvar i v priabéhu rastu a vyvoje. Obecné u kvasinek pozorujeme
ovalné, kulovité ¢i elipsoidni tvary bunky. Kvasinky rozdélujeme do dvou hlavnich tfid, a to
Ascomycetes a Basidiomycetes. Kvasinky se rozmnozuji zejména nepohlavné a to délenim,
nebo pucenim. Kvasinky jsou primarné vyuzivany V potravinarstvi,
biotechnologii a farmaceutickém pramyslu [13,16].

2.3.1.2 Bakterie

Bakterie jsou jednobunécné prokaryotické organismy majici kokovity ¢i tyCinkovity
tvar a zpravidla dosahuji velikosti v fadech mikrometrd. Jedna se o nejrozsitenéjsi skupinu
organismii na svét¢ a lze je najit vpudé, vodé i ovzdusi, kde ziji v symbidze
s mnohobunéénymi mikroorganismy. Vzhledem ktomu, ze se jednd o nejrozsifenéjsi
organismus na planeté, vyvinuly si bakterie ruzné pozadavky, které jsou adaptovany na

veer

parametru [37,16]:

e teplota: Psychrofilni — teplota do 20 °C
Mezofilni — teplota v rozmezi 20-40 °C
Termofilni — teplota 40 °C a vice
e pH prostiedi: Alkalofilni — pH 8 a vyse
Neutrofilni — pH 6-8
Acidofilni — pH 6 anize
e potieby kysliku: Aerobni — vyZadujici kyslik
Mikroaerofilni — kyslik ve velmi nizké koncentraci
Fakultativné anaerobni — rostou lépe v pfitomnosti kysliku,
ale dokazi rust i bez n¢j
Striktné anaerobni — jen bez kysliku).

2.3.1.3 Enzymy

Enzymy jsou obvykle proteiny nebo molekuly s charakteristickou sekvenci z
aminokyselin urychlujici chemické procesy latkové vymény v bunce. Jedna se o chemické
latky, které jsou produkovany buiikami a slozi k urychleni biochemické reakce, tudiZ se jedna
o pfirozené biokatalyzatory, bez nichz by procesy nemohly samy o sobé probihat. Jejich
pojmenovani vétSinou vyplyva z reakce, kterou katalyzuji:

1. Oxidoreduktazy — katalyzuji oxidacni a redukéni reakce

Transferazy — ptevadéji funkéni skupiny

Hydrolazy — katalyzuji hydrolyzu riznych vazeb

Lyazy — §tépi rizné vazby jinymi mechanismy, nez je hydrolyza a oxidace
Izomerazy — katalyzuji izomerni zmény uvnitf jedné¢ molekuly

Ligazy — spojuji dvé molekuly pomoci kovalentni vazby

o Uk LN
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Enzymy obsazené ve scoby se tcastni §tépeni vyzivovych latek, a tak podporuji zatizeny
travici trakt [21].

2.3.2 Chemické slozeni kombuchového napoje

Pii vyrobé kombuchy dochazi k progresivni modifikaci ¢ajovych slozek a sachardzy.
Hlavnimi metabolity identifikovanymi ve fermentovaném napoji jsou kyselina mlécna,
octova, glukonovéd, glukuronova, ethanol a glycerol. Slozeni a koncentrace metabolitii
V napoji je zavisla na zdroji pouzitého Caje, koncentraci cukru a celém prubéhu fermentace.
Obecné plati, ze pii pouziti 50 g/l sacharozy jsou vysledné koncentrace ethanolu a kyseliny
mlééné v optimu pro piijatelné konzumovani napoje. Bakterie a kvasinky v ¢ajové houbé
spotfebovavaji substrat riznymi doplinkovymi zptsoby.

Enzymova invertaza, ktera je ziskana z kvasinek, katalyzuje hydrolyzu sacharézy na
glukézu a fruktozu, pricemz je produkovan glykolyzou ethanol. Na druhou stranu
Gluconobacter a Acetobacter vyuzivaji glukozu k produkei kyseliny glukonové a ethanolu za
vzniku kyseliny octové, ta inhibuje patogenni rist mikroorganismi. V Kombuse je prokazana
pritomnost riznych sloucenin, a to vcetné Sirokého spektra organickych kyselin (citronova,
glukonova, glukuronové, octova, jantarova, listova, vinna, malonova, mlécnd), vitamina (B1,
B2, B6, B12, C), aminokyselin, biogennich amind, pigmentt, proteint, lipidi, purini a
minerdlll (mangan, kobalt, chrom, kadmium). Pfitomnost vyse zminénych chemickych slozek
v kombuchovém napoji je velmi proménliva Vv zavislosti na pouziti kultury pro fermentaci,
teploté a dob¢ fermentace [7,3].

Polyfenoly.

Antioxidanty
Detoxikanty / \
Benefity kombucha napoje

¢aj + cukr

+ - | Vitaminyl | I\/Iinerély'
Ethanol I | Kyselina octova I

| Kyselna glukuronova I

Obrazek 8  Chemické slouceniny vznikajici pri tvorbé kombuchového napoje [7]

Chemické slozeni kombuchového népoje, koncentrace zbytkového cukru, oxidu
uhli¢itého a organickych kyselin, je tim, co urcuje konecnou chut’ napoje. Je prokézano, ze

kombuchovy napoj obsahujici vyssi koncentrace kyseliny octové ma ve vysledku vyraznéjsi
kyselou chut’. Oproti tomu kyselina glukonova vytvari chut méné vyraznou [7,3].
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2.3.3 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekuldrni latky, nezbytné pro zivot. V lidském organismu maji
katalytickou funkci biochemickych reakci. Obecné se vitaminy podileji na metabolismu
sacharidt, bilkovin a tukt. Vitaminy mohou byt rozpustné bud’ v tucich (vitamin A, vitamin
D, vitamin E a vitamin K) nebo ve vod¢ (vitamin H, vitamin B, vitamin C). VSechny
vitaminy, které se v kombuchovém napoji vyskytuji, jsou rozpustné ve vod¢ a jejich
koncentrace v napoji se lisi dle pouzité mikrobialni kultury.

2.3.3.1 Vitamin B

Vitamin Bz neboli thiamin je nezbytnou soucasti lidské vyzivy. Pokud se nachazime ve
velkém stresu nebo velké fyzické namaze, jeho spotieba strmé stoupd. Thiamin musi byt
neustale dopliiovan z potravy, protoze se v téle neuklada a jeho zasoba vydrzi zhruba na 4 az
10 dni. Vitamin B1 ptisobi pozitivné proti unavé a na nervovy systém [38,39].

NH;

NS ONFN

P ~

HC™ N° HC

OH
Obrizek 9  Chemicky vzorec thiaminu[39]

2.3.3.2 Vitamin B2

Riboflavin je dulezitym vitaminem, ktery udrzuje dobry stav oci, kize, funkce srdce a
dalSich organii. Vzhledem k jeho vlivu na metabolismus cukril, aminokyselin a tukd ovliviiuje
piiznivé celkovou energetickou pfeménu v organismu. S pokro€ilym vékem stoupa ubytek
vitaminu B; a ten je provazen ztratou i ostatnich vitaminu z této skupiny [41,40].

Obrazek 10 Chemicka struktura riboflavinu[40]
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2.3.3.3 Vitamin C
Vitamin C neboli kyselina askorbova je dulezity pro spravnou funkci vSech bunék

lidského téla. Tento vitamin ma v lidském téle tfi vyznamné hlavni role, které jsou: enzymovy
kofaktor, reduk¢ni Cinidlo a antioxidant. Mimo jiné se podili na tvorbé mezibunécné hmoty a
tim pomahé ke spravné stavbé kosti, svall, Slach, cév a kuize. Diky tomu, ze se jedna o
antioxidant, chrani buniky pted poskozenim volnymi radikaly [17,42].

Obrazek 11  Chemicka struktura vitaminu C[42]

2.3.3.4 Vitamin Bs

Timto nazvem se oznacuji pyridinové derivaty (pyridoxol, pyridoxam a pyridoxamin),
které jsou u€¢innymi vitaminy a G€astni se metabolismu sacharid a aminokyselin. Vitamin Be
je Siroce rozsifen v potravinach, zejména mase, celozrnnych vyrobcich, zelenin€ a ofiscich.
Jedna se o kofaktor pro velké mnozstvi enzymi pouzivanych v metabolismu aminokyselin.
Aktivni formou vsech derivata tohoto vitaminu je pyridoxal-5-fosfat, ktery se pevné vaze na
bilkovinné ¢asti celé fady enzymt a tim umoziuje jejich katalytickou aktivitu [18].

HO OH _0 N. _CHs

~

— HO |
= on© 7 oH

HO N SN H,N

Obrazek 12 Struktury: Pyridoxol, Pyridoxal, Pyridoxamin[43]

2.3.3.5 Vitamin B

Vitamin Bi2, znamy také jako kobalamin ma pomérné slozitou strukturu, kdy centralnim
atomem je kobalt se ¢tyfmi atomy dusiku. Jedna se o dilezity kofaktor Zivo¢isnych bilkovin,
ktery je nezbytny pro zrani erytroblastii. Pfisun tohoto vitaminu do téla je zajiStén potravou,
kdy jeho hlavnim zdrojem jsou jatra. Nedostatek kobalaminu mé vyznamné Gc¢inky na lidsky
organismus, a to zejména na metabolismus bunék, mozek a nervovy systém [19].

OyNH) o
\ )

2‘NH2
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Obrazek 13 Chemicka struktura vitaminu B12[44]
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2.3.4 Mineraly

Mineraly jsou anorganické latky potiebné v malych mnozstvich pro normaélni télesné
funkce a rist. V kombuchovém népoji se vyskytuji v nizSich koncentracich a jsou to hlavné
méd’, Zelezo, kobalt, mangan, nikl a zinek.

2.3.5 Fenolické latky

Jedna se o latky predstavujici nejhojnéjsi antioxidanty, které jsou piitomné ve stravé.
Dulezitou roli maji fenolické latky pti prevenci né€kolika onemocnéni souvisejicich
s oxida¢nim stresem, jako jsou rakovina a neurodegenerativni onemocnéni. Podileji se na
modelaci aktivity riznych enzyml a bunéénych receptori jako prostiedek obrany pted
oxidacnim stresem zpusobenym reaktivnimi druhy kysliku. Polyfenoly a flavanoidy, pfitomné
v €aji jsou zodpovédné za antioxidacni vlastnosti tohoto caje. Béhem fermentace
kombuchového népoje dochdzi ke zvySeni celkového obsahu polyfenolt a flavanoidi. Toto
zvySeni mize mit za nasledek degradaci komplexnich ¢ajovych polyfenold a flavanoidi na
mensi molekuly nékterymi enzymy uvolnénymi z mikroorganismui nachazejicich se ve scoby.
Takovéto pfemény umoznuji naptiklad mikroorganismy jako je Candida tropicals, ktera ma
schopnost degradovat rtizné polyfenoly. Vysledny fermentovany kombuchovy ndpoj ma vyssi
redukéni silu oproti klasickému caji, coz muze byt zplisobeno pravé zvysenim téchto
fenolickych latek [29,21].

2.3.6 Ethanol

Koncentrace ethanolu je zvySovana sdobou fermentace, poté nasleduje snizeni
koncentrace, které je zpisobeno pusobenim octovych bakterii vyuZzivajicich ethanol k tvorbé
kyseliny octové. Uvadi se, Ze mirna konzumace alkoholu ma ochranny ucinek pro lidské télo
pted volnymi radikaly [3,21].

2.3.7 Organické kyseliny

Vyskyt organickych kyselin v kombuSe je zavisly na druhu pouzitého c¢aje. Profily
organickych kyselin se méni v priibéhu kvaseni v zavislosti na pouZiti cerného nebo zelené¢ho
caje. Bylo prokazéno, Ze nékteré ztéchto kyselin obsazenych v napoji maji in vitro
antimikrobialni aktivitu a zlepSuji spanek [21].

2.3.7.1 Kyselina octova

Jedna se o chemickou slou¢eninu zodpovédnou za kyselou chut’ a tradi¢ni octovy zapach.
Kyselina octovd ma tendenci v kombuchovém népoji stoupat az na 11 g/l ptfi 30 dnech
fermentace, nasledné¢ potom postupné klesa az na 8 g/l pti 60 dnech fermentace. SniZeni
obsahu kyseliny octové v napoji je zpusobeno jejim pozdéjsim vyuzitim, kdy ji bakterie
vyuzivaji jako zdroj uhliku. Koncentraci kyseliny octové v napoji miizeme ovlivnit druhem
pouzitého cukru, kdy pfi pouziti melasy je produkce této kyseliny zna¢né nizsi [21,32].

H O—H

Obrazek 14  Chemicky vzorec kyseliny octové[45]
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2.3.7.2 Kyselina glukuronova

napoji. Piirozené se vyskytuje v lidském téle, kde je produkovana zdravymi jatry v relativné
dostate¢ném mnozstvi. Zde hraje velkou roli pii xenobiotické detoxikaci jater, nebot’” ma
schopnost se navazat na molekulu toxinu a tim upfednostiovat jejich eliminaci z organismu.
Problémem nastava to, Zze kyselina glukoronova je v téle atakovana velkou davkou Skodlivin,
které télo nedokaze vlastnimi silami odbourat. Skodliviny, které nase télo absorbuje, a jsou
ukladany v tukovych tkanich. Kyselina glukoronova na sebe vaze Skodlivé a odpadni latky,
které jsou nahromadéné v naSem téle a napomdhd jejich pfeméné na konecné produkty
latkové vymény, které jsou nasledné¢ odvadény moci z téla ven. Kromé toho se také jedna o
prekurzor kyseliny L-askorbové (vitamin C) v kombuchovém napoji [7].

OH

0
HO O
HO OH
OH

Obrazek 15 Chemicky vzorec kyseliny glukuronové[47]

2.3.7.3 Kyselina mlécna

Kyselina mlécna je jednou z nejéastéji pouzivanych kyselin v potravinach, kde se
vyskytuje bud’ pfirozené, nebo jako produkt fermentace (zeli, jogurt a mnoho dalsich). Jedna
se o hlavni metabolicky meziprodukt ve vétSin€ zivych organismi. Kyselina mlé¢nd, ktera je
pfidavana do potravin se ziskava bud’ fermentaci sacharidii, nebo chemickym postupem. Oba
tyto postupy jsou velmi konkurence schopné s podobnymi vyrobnimi naklady [22].

0O

OH
OH

Obrazek 16  Chemicky vzorec kyseliny mlécné[46]

2.3.8 Sacharidy

Sacharidy, oznaCovany také jako glycidy a nepiesné cukry nebo karbohydraty. Jsou
hlavnim palivovym zdrojem pro ¢innost mozku a svali. Jedna se o polyhydroxylové aldehydy
nebo ketony, vyskytujici se jako monosacharidy, disacharidy, oligosacharidy a
polysacharidy [23].

2.3.8.1 Monosacharidy

Monosacharidy se nachazeji napt. v ovoci a medu jako glukéza a fruktéoza. Tyto dva
jednoduché cukry se mohou vstiebat ze stravy bézné v travicim traktu. Monosacharidy jsou
rozdéleny dle tii riznych charakteristik: polohy karbonylové skupiny, po¢tu atomi uhliku a
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chirdlnich vlastnosti. V zavislosti na poctu uhliki monosacharidu je déale délime: tridzy,
tetrozy, pentdzy, hexdzy atd...[23]

CHz%H CH,OH

HO
OH

OH
Obrazek 17 Chemicka struktura glukozy a fruktéza/50,49]

2.3.8.2 Disacharidy

Disacharidy jsou tvofeny dvéma monosacharidy spojnymi glykosidickou vazbou mezi
anomernim centrem jedné monosacharidové jednotky a atomem hydroxylového kysliku druhé
jednotky. Bézné se vyskytuji v cukrové titin€, ovoci, zeleniné a jako laktéza v mlécnych
vyrobcich [23].

CH,;OH

CH,0OH

g4 Qu
i .

H(

H OH
Obrazek 18  Chemicky vzorec sachardzy [48]

2.4 Nutri¢ni vyznam kombuchového napoje — metabolismus cukri

Sacharidy jsou pro heterotrofni organismy vyznamnym zdrojem rychlé energie. Spolu se
sacharidy se do téla dostdva i1 vldknina, tedy neenergeticka slozka. Sacharidy pfijimané
potravou mohou byt mono-,di- i polysacharidy. Proces traveni sacharidd je zalozen na
hydrolytickém S$tépeni glykosidové vazby. Glykosidova vazba je $t€pena enzymem amylaza,
ktery je obsazen ve slinach ve formé ptyalinu a S$té€pi tak polysacharidy postupné na
disacharidy. Produktem metabolismu sacharidii jsou monosacharidy, tedy jednoduché cukry
jako je fruktoza, galaktdza, glukdza atd... Nasledné vstiebavani sacharidi se déje pies sténu
tenkého stfeva. Hexozy se pfeménuji v jatrech na glukosu, kterd je dale undSena krevnim
fecistém, krvi je dale glukosa transportovana do tkani. VSechny monosacharidy jsou
pfevadény na glukosu. Hladinu glukosy v krvi upravuje inzulin, ktery ji snizuje a glukagon,
ktery ji zvySuje. Pokud dojde k piebytku glukosy je pfeménéna na glykogen nebo tuk. Pro
nekteré tkané jako jsou sitnice, mozek nebo kiira nadledvinek je glukosa jedinym zdrojem
energie [51].

2.4.1 Glykolyza

vvvvvv

odbouravaci proces, ktery je slozen z n¢kolika dil¢ich krokd. Nejprve dochazi k preméné
glukosy na pyruvat (sul kyseliny pyrohroznové), za vzniku dvou molekul pyruvatu a dvou
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molekul ATP zjedné molekuly glukosy. Pti procesu glykolyzy je zapotiebi vzniku
glukosa-6-fosfatu, jakozto vstupni suroviny, ktery je pfipraven fosforylaci glukosy vzniklé
Z jinych monosacharidu pii traveni potravy [51].

2.4.2 Faze glykolyzy

Béhem prvni faze, oznacované jako investi¢ni, dochazi k pfevodu monosacharidu
glukézy enzymem hexokindzou na glukézu-6-fosfat, a tedy jeji energetickou aktivaci pro
vstup do glykolyzy. V druhém kroku je glukdza-6-fosfat enzymem izomerazou pieveden na
fruktozu-6-fosfat. Poslednim krokem prvni faze glykolyzy je druha fosforylace za vzniku
fruktoza—1.6-bisfosfat za vyuziti druhé molekuly ATP. V druhé delsi ¢asti glykolyzy poté
dochazi mechanismem obracené aldolové kondenzace k preméné¢ D—fruktosy—6—fosfatu na
glyceraldenydu—3—fosfat a  dihydroxyacetonfosfat. ~ Nasledné¢ dochazi  k pfeméné
glyceraldenydu—3—fosfatu na pyruvat sérii oxidac¢nich reakci. Pfi téchto reakcich se
substratovou fosforylaci z jedné molekuly glyceraldehydu—3—fosfatu uvolni 2 molekuly ATP
a oxidaci jedna molekuly NADH" [51].

2.5 Priznivé u¢inky kombucha ¢aje na lidsky organismus

Bylo prokdzano mnoho pozitivnich G¢inkdi pii piti kombuchového ndpoje. Byla
provedena fada nehumdénnich studii o  antimikrobidlnich, protirakovinovych,
hepatoprotektivnich a antioxidaénich vlastnostech. Uinky kombuchy, dle pravidelnych
konzumentt kombuchového néapoje:

Detoxifikace krve

Snizeni hladiny cholesterolu

Snizeni ateroskler6zy regeneraci bunéénych stén cév
SniZeni krevniho tlaku

Podpora funkce jater

SniZeni obezity a uprava chuti k jidlu
ZlepSeni zraku

Zbaventi se bolesti hlavy

Snizeni stresu, nervovych poruch a nespavosti
Zlepseni zdravi vlast, pokozky a nehti
ZlepSeni imunitniho systému

Ochrana pied diabetem

Nicméné 1 pfes to, Ze nebyly dosud provedeny 7z4dné humdanni studie, miZzeme vychazet
z provétenych UCinkli ¢aje na lidské zdravi, jako jsou: antimikrobidlni, protinddorové,
antiateratogenni, antioxidacni a protizanétlivé ucinky [54].
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2.6 Teoretické zaklady pouzitych metod

V nasledujicich kapitolach budou teoreticky popsany metody, které byly pouzity pro
splnéni cilt této diplomové prace.

2.6.1 Bioreaktor

Jednd se o soucast biochemickych procest, kdy je mozno sledovat pribéh celého
syst¢tmu. Hlavnim ukolem tohoto zafizeni je poskytnout fizené prostiedi pro dosazeni
optimalniho rastu a tvorby produktu v konkrétnim systému. V soucasnosti existuji ti1 skupiny
bioreaktort pouzivanych pro primyslovou vyrobu:

e Nemichany, nevodivy systém — cca 70 % vSech bioreaktora
e Nemichany provzdusnény systém — cca 10 % vsech bioreaktort
e Michané a provzdusnéné systémy — cca 20 % vSech bioreaktorti

Nemichané, provzdusnéné bioreaktory se tradicné vyuZzivaji pii tradicnich vyrobach vina, piva
a syru.

Aerobni bioreaktory jsou rozdéleny do Ctyt kategorii podle toho, jak je plyn distribuovan.
Primyslové bioreaktory odoldvaji tlakiim aZ do tfi atmosfér. Jsou vybaveny osvétlenym
vertikalnim sklickem, diky kterému je mozno mit obsah stale pod kontrolou. V bocich jsou
mista pro senzory métici pH, teplotu a rozpustény kyslik, coZ jsou minimalni pozadavky.
Dale je soucasti michadlo umisténé na horni nebo dolni strané nadrze, aby bylo dosahnuto
konstantniho michani celého objemu [24].

Obrazek 19 Bioreaktor [24]

2.6.2 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie se fadi mezi kolonové chromatografické techniky. Zakladni
separacni mechanismus chromatografie je zaloZzen na rozdélovani jednotlivych slozek vzorku
mezi dvé vzajemné nemisitelné faze, které jsou oznaCovany jako mobilni a stacionarni faze,
a to na zakladé rozdilné afinity k témto fazim. Nejmodern¢jsi chromatografickou technikou je
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HPLC technika, kde je kolona obsahujici stacionarni fazi zapojena ve vysokotlakém systému,
ve kterém je mobilni faze se vzorkem Cerpana na kolonu. V chromatografii existuje cela fada
ruznych detektorii, které se navzdjem liSi svoji specifitou, limity detekce a samotnym
detek¢énim principem. Nejrozsifenéjsimi detektory jsou poté spektrofotometrické detektory,
pro svoji univerzalnost, nizké provozni néklady a robustnost. Na druhou stranu maji tyto
detektory niz$i limity detekce. Spektrofotometrické detektory funguji na principu absorpce
svételného zafeni vzorkem, které se fidi Bougert-Lambert-Beerovym zakonem, jehoz znéni je
zobrazeno na rovnici nize [25].

A=¢"l'c 1.1

2.6.2.1 Detektory
Detektory v kapalinové chromatografii monitoruji zmény sloZeni mobilni faze, tim Ze
méii fyzikalni nebo chemické veli¢iny. Mizeme je rozdélit do tii zakladnich skupin [25]:

e Univerzalni detektor — reaguje na vSechny analyty

e Selektivni detektor — reaguje pouze na urcitou zménu latek

e Specificky detektor — reaguje pouze na jediny analyt, pfipadné na velmi malou
skupinu latek s velmi podobnymi vlastnostmi

UV-VIS detektor

Jeden 1z nejpouzivanéjsich detektortt v kapalinové chromatografii. Jeho funkce je
zalozena na principu absorpce zafeni vzorkem v méfici cele, které je vysilané ze zdroje
zateni. Absorpce zafeni je ve zfedénych roztocich pfimo umérna koncentraci latky ve vzorku.
Nejmodernéjsi formou detektoru je tzv. detektor diodového pole: Tento detektor je osazen
fadou fotodiod, kde kazd4 je nastavena na jednotlivou vinovou délku. Diky této konstrukei je
detektor schopen zaznamenavat spojité absorpcni spektrum ve zvoleném intervalu kazdou
vtefinu chromatografického zaznamu [25].

RI detektor

RI detektor neboli detektor indexu lomu je univerzalnim a nejstar§im detektorem pro
kapalinovou chromatografii. Principem detekce je méfeni zmény v optickém indexu lomu
mezi vzorkem a mobilni fazi v referencni cele. RI detektor je Siroce uzivan k analyze cukri,
organickych kyselin a triglyceridi. Nejbézngjsi konstrukei tohoto detektoru je
refraktometr, na ktery je nasméfovano svétlo z lampy, dale je zde jedna méfici a jedna
srovnavaci cela. Jak svétlo prochazi celami, odlisSné¢ se ladme a méfi se pomoci dvou
fotodiod, které ho prevedou na méfitelny signal [25].

26



3 Cile prace

Cilem této diplomové prace bylo studium procesi probihajicich pii vyrobé
kombuchového népoje. Nejprve bylo potieba dané téma dikladn€ prostudovat a na zakladé
poznatkl vypracovat literarni reSersi.

V experimentalni Casti byla nejprve potieba se zaméfit na optimalizaci metody pro
stanoveni nadmi hledanych analytl jako je kyselina octova, kyselina mlécénd, ethanol,
sachardza, glukoza a fruktdza. Nasledné byla provedena piiprava kombuchového napoje
Vv bioreaktoru za fizené teploty. Vzorky odebirany béhem primarni fermentace v bioreaktoru
byly analyzovany pomoci HPLC techniky. Nasledn¢ probihala analyza primarni fermentace
kombuchového napoje, ktery byl pfipraven firmou RebornFood. Vzhledem k tomu, Ze je
zadouci, aby byl vysledny kombuchovy népoj perlivy byla provedena taktéz analyza
sekundérni fermentace kombuchového népoje dodaného touto firmou.
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Pouzité materialy a pristroje

Pro provedeni experimenti, bylo vyuZzito vybaveni laboratofi fakulty. Pouzité
chemikalie, ptistroje a laboratorni pomiicky, jsou popsany nize.

4.1.1 Chemikalie
e Glukéza>99,5 % (GC), Sigma
e Fruktéza > 99 %, Sigma
e Sachardza > 99,5 %, Sigma
Kyselina octova 99,8 %, Lachner
Kyselina mlé¢na 80 %, Lachner
Ethanol p.a., Penta
MiliQ voda
Destilovana voda
Kyselina sirova 96 %, Penta

&
-
N

Vybaveni laboratore

Centrifuga — eppendorf 5417R

Davkovaci stiikacka Hamilton

Box pro mikrobiologii — Bioair aura mini

Ultrazvuk — Elmasonic S 30

Bioreaktor — BioFlo*/CelliGen* 115, New Brunswick
HPLC — Shimadzu

Termostat — Memmert

Kolona pro kapalinovou chromatografii — Phenomenex
Automatické pipety — Biohit

Autoklav

Detektor — RID-10A, Shimadzu

Detektor — SPD-M10AVP, Shimadzu

Kolona — Watrex se stacionarni polymerni fazi H forma 250x8 cm
Kolona — Phenomenex rezex roa organic acid H*
Sklenéna stiikacka Hamilton

Stiikackové mikrofiltry
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4.2 Vyroba kombuchového napoje v laboratornich a provoznich
podminkach

4.2.1 Vyroba kombuchového napoje v bioreaktoru

Pro experiment fizené fermentace byl zvolen bioreaktor od firmy Brunswick. Vzhledem
k povaze scoby, ktera je v ¢ajovém nalevu umisténa na povrchu, musel byt bioreaktor této
fermentaci uzplsoben. Standartni reakéni nadoba bioreaktoru byla odebrana a nahrazena
termostatem, do kterého byla umisténa sklenénd naddoba obsahujici slazeny ¢ajovy ndlev a
scoby. Pro primarni fermentaci byla zvolena teplota 25 °C, tato teplota se dle studii jevila jako
optimalni pro produkci metabolitd mikroorganismy obsazenymi ve scoby.

Obrazek 20  Improvizovany bioreaktor pri primarni fermentaci kombuchového napoje

Jako prvni byl do sklenéné naddoby piipraven ¢ajovy nalev ze sypaného Caje Pu-erh, ktery je
také pouzivan k fermentaci kombuchového népoje firmou RebornFood. Po vyluhovani caje
byl tento vyluh oslazen 70 g/l sachar6zy a do takto pripraveného nalevu byla umisténa scoby,
ktera byla dcefinou, tedy omlazenou vrchni ¢asti scoby, vyuzivanou K vyrobé kombuchového
napoje ve firm¢. Takto piipraveny Cajovy nalev se scoby byl umistén do bioreaktoru.
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Nasledné byly do sklenéné nadoby navedeny elektrody pro sledovani pH a teploty v prubéhu
fermentace. Elektrody byly navedeny tak, aby se nedotykaly dna nadoby a zaroven piili§
nenaruSovaly scoby. Primarni fermentace v bioreaktoru byla monitorovana po dobu 7 dni, kdy
byly kazdy den ve stejnou dobu odebirany vzorky kombuchového napoje pro HPLC analyzu
zmény koncentrace metabolitl a sacharidového substratu.

4.2.2 Vyroba kombuchového napoje firmou RebornFood

Jako zéklad pouZziva firma RebornFood pravy ¢aj a cukr, coZ jsou slozky nezbytné pro
zivot scoby. Z ¢aji kombinuji Caj zeleny s kvéty jasminu, Pu-Erh scitronovu travou a
Darjeeling s Tulsi, posvatnou bazalkou. Pro experiment sledovani primarni nefizené
fermentace byl zvolen ¢aj Pu-Erh. Po vyluhovani Caje je pfidavana v mnozstvi 70 g/l
sachardza. V kvasnych kadich, ve kterych je umisténa scoby o mocnosti cca 7 cm je piidan
slazeny Cajovy nalev a tim je zapocata primarni fermentace. Teplota v mistnosti, kde
probihalo kvaseni napoje, se pohybovala v rozmezi od 20—-24 °C. Nadoby bé¢hem fermentace
byly nehermeticky uzavieny vikem. Doba fermentace byla 7 dni. Tato firma si zaklad4 na
tom, ze do napoje nijak nezasahuje, a to ani fizenim teploty po dobu primarni fermentace.
Jedinym zasahem do procesu vyroby po primarni fermentaci je filtrace kombuchového napoje
pres tkané platno. Tak zachovavaji kombuchovy napoj ,,zivy*“ [52]. Firma RebornFood
pridava do ¢ajového nalevu zdkvas (ur¢ité mnozstvi média z predeslé varky) pred zacatkem
primarni fermentace.

Pro stanoveni vlivu sekundarni fermentace kombuchového napoje byly vzorky stoCeny
do lahvi a transportovany na pracovisté na Fakulté Chemické VUT v Brn¢, kde byly umistény
Vv lednici o teploté 7° C a pribézné analyzovany po dobu 35 dni.

Obrizek 21  Cajovy ndlev obsahujici scoby, pripraveny k fermentaci [52]
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4.3 Studium stavu scoby na obsah vybranych latek v kombuchovém napoji

Vzhledem ktomu, ze je pozadovano syceni kombuchového napoje, které firma
RebornFood provadi ptfirozené sekundarni fermentaci. Byl zvolen experiment sledovani
zmény obsahu vybranych latek béhem této faze.

Ve firmé vyrabéjici kombuchovy napoj byly odebrany tii vzorky kombuchové houby, a
to jeji vrchni vrstva, spodni vrstva a vrstva, kterou majitel vyfadil a neomlazoval. Pro tyto
odebrané vzorky byl piipraven Cajovy nalev ¢aje Pu-Erh v koncentraci 8 g/l, ktery byl
nasledné oslazen sachardzou 70 g/l. Tento Cajovy nalev byl pfipraven do sklenénych nadob,
po vychladnuti na teplotu 25 °C byla ptidana scoby do kazdé z nadob a zakryta alobalovou
folii, tak aby byl zabezpecen prinik vzduchu do nadoby. Pfipravené nadoby se scoby a
nalevem byly umistény V laboratofi na misto se stabilnimi podminkami teploty, tak aby na n¢
nepusobilo pfimé slunec¢ni zafeni a ponechdny fermentaci po dobu sedmi dnd. Po uplynuti
sedmi dnti byly z nddob odebrany vzorky jak pro analyzu na kapalinové chromatografii, tak
byly porovnany senzorické vlastnosti vSech kultur a pfipraven kiizovy roztér pro sledovani
mikrobialni aktivity kazdé scoby. Po odebrani vzorkt byl opét piipraven dalsi ¢ajovy nalev,
do kterého byla ulozena scoby pro uchovani k dalsimu pouZziti.

Obrazek 22 Kombuchova fermentace za laboratornich podminek. Z leva: Nepouzivanad
kombuchova kultura, Vrchni plat kombuchové kultury, stdle pouzivan k fermentaci a
dceriny plat.

4.3.1 Priprava vzorki a interval odbéri pro HPLC analyzy

Cilem diplomové prace bylo analyzovat pribéh primarni i sekundarni fermentace
kombuchového napoje. Tyto lahve z primarni fermentace byly uchovany v chladicim boxu a
vzorky byly odebirany od pocatku az do konce fermentace kazdy den ve stejnou dobu, po
dobu sedmi dnii a nasledn¢ analyzovany. Po ukonceni primarni fermentace, nésledovalo
zfiltrovani kombuchového napoje pres platno a sto¢eni kombuchového napoje do lahvi. Lahve
s kombucha napojem byly uchovavany v lednici o teploté¢ 7 °C a pravidelné dvakrat tydné
analyzovany. Z divodu potencialni variability vzorkli byl pro casovy experiment zvolen
nahodny vybér ldhve obsahujici kombuchovy napoj.
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Pted celkovou analyzou bylo potieba vzorky vhodné upravit. Vzhledem k tomu, Ze se do
lahvi béhem jejich odebirani dostaly ¢asti scoby, byly vzorky nejdiive centrifugovany po
dobu 10 minut a 16 000 rpm, nasledné byl odebran supernatant, ktery byl zfiltrovan pomoci
injek¢ni stiikacky pies nylonovy mikrofiltr (0,45um). K potlaceni matri¢nich efektd a snizeni
koncentraci studovanych analyti byly vzorky kombuchového napoje pétkrat nafedény
deonizovanou vodou.

4.4 Vytvoreni kultivaéniho média pro mikrobialni analyzu

Pro sledovani bakterii a kvasinek v riznych scoby bylo vytvoieno medium dle tabulky 1.
Agar potiebny k vytvofeni media byl sterilizovan pomoci autoklavu po dobu 10 min a teploty
115°. Piipravené medium o pH 7,2 bylo nalito do petriho misek.

Tabulka 1 Slozeni kultivacniho media

kvasni¢ny extrakt 50
Pepton 5¢g
Glukoéza 10 g
Agar 209
destilovana voda 11

4.5 Optimalizace a validace metody HPLC

Nejprve bylo potfeba optimalizovat metodu na stanoveni cukrl, organickych kyselin a
ethanolu. Optimalizace byla zaméfend na dosaZeni co nejlepSiho rozliSeni a citlivosti pro
vSechny studované analyty. Pro Ucely této diplomové prace byla jako prvni zvolena kolona
Watrex se stacionarni polymerni fazi H forma 250x8 cm. Z divodt vysokého tlaku v systému
na této kolong byly zvoleny dvé teploty, 60 °C a 40 °C. U téchto zvolenych teplot dochézelo
K hydrolyze sachar6zy na glukézu a fruktozu. Z tohoto divodu nebylo mozné sachar6zu
presné a spravné stanovit. Dalsi fazi vyvoje metody byl pfechod na kolonu Phenomenex rezex
roa organic acid H*. Tato kolona svym sloZenim stacionarni faze umoZiiovala separace
analytl pfi niZSich teplotach. Na této koloné byla nastavena teplota 30 °C, pfi které byl vliv
hydrolyzy sachar6zy minimalizovan. V ramci ladéni metody byly testovany rozdilné pritoky
mobilni faze. Pii pritoku 1 ml/min a teplot¢ 30 °C bylo dosahovano limitnich tlakt
doporuc¢enych pro danou kolonu, bylo tedy potfeba pratok snizit. Byl zkousen prutok
0,5 ml/min, ktery ale vyrazné prodlouzil dobu separace a také zhor$il rozliSeni mezi
jednotlivymi piky diky vlivu difuze. Jako idealni pritok z hlediska doby analyzy, tlaki na
koloné a rozliSeni byl zvolen pritok 0,7 ml/min. Dal§im krokem byl v ramci optimalizace
studovan vliv rdzného slozeni mobilni faze. Byly testovany koncentrace v rozsahu
1 mM — 20 mM H2SO4 a jejich vliv na rozliSeni a separaci. Jako idedlni sloZzeni mobilni faze
V ramci pomé&ru Casu a rozliSeni byla vybrana 9 mM H2SOa.

Takto optimalizovana metoda (viz. tabulky 2) byla validovana. Byly testovany zakladni
validacni parametry pro chromatografické stanoveni. Mezi tyto testované parametry patii
testovani linearity, které probihalo na piipravenych standardech v rozsahu od 0,1 g/l — 1 g/I.
Pro vSechny studované analyty bylo v tomto studovaném rozsahu dosazeno korela¢niho
koeficientu vétSiho nez 0,999. Zaroven byla testovana vytéznost metody, a to na vzorcich
kombuchového napoje obohacenych jednotlivymi standardy. Vytéznost pro jednotlivé analyty
se pohybovala od 95 % do 104 %. Dale byla testovana opakovatelnost metody, a to
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opakovanym méfenim smésnych standardi (n=5). Jednotlivd stanoveni byla opakovatelna
s relativni smérodatnou odchylkou do 0,8 %.

Tabulka 2 Finalni parametry nastaveni HPLC

Nazev pristroje Shimadzu LC10

Kolona Phenomenex rezex roa organic acid H*
SloZeni mobilni faze 9 mM H>SOq4

Prutok mobilni faze 0,7 ml/min

Objem nastriku vzorku 100 pl

Teplota cely detektoru 40°C

Typ detektoru RID-10A, SPD-M10AVP

Doba analyzy 35 min

Pro méfeni byl pouzivan detektor RID-10A a UV-VIS detektor (A=210 nm). VVzorky byly do
piistroje davkovany pomoci sklenéné stiikacky Hamilton (100 pl).

45.1 Priprava kalibraénich roztokii pro HPLC analyzu

Kalibraéni roztoky glukozy, fruktdzy, sachardzy, kyseliny octové, kyseliny mlééné a
ethanolu byly pfipraveny tak, Ze nejdiive byl namichan roztok o koncentraci 1 g/1, ktery byl
nasledné fedén do koncentraci nizsich, dle tabulky 3.

Tabulka 3 Kalibracni rada jednotlivych slozek
¢ [g1]

Glukoza 0,1 0,3 0,5 0,8 1
Fruktéza 0,1 0,3 0,5 0,8 1
Sacharoza 0,1 0,3 0,5 0,8 1
Kyselina mlééna | 0,1 0,3 0,5 0,8 1
Kyselin octova 0,1 0,3 0,5 0,8 1
Ethanol 0,1 0,3 0,5 0,8 1
Tabulka 4 Retencni casy sledovanych slozek

reten¢ni ¢as (min)
Sacharéza 7,3
Glukoéza 8,7
Fruktoza 9,5
Kyselina mlé¢na 12,03
Kyselina octova 14,19
EtOH 17,9
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Studium chemickych procesii béhem vyroby kombuchového napoje

V této kapitole jsou prezentovany vysledky HPLC analyz kombuchového napoje z fizené
fermentace v laboratofi, tak ptimo z vyrobny RebornFood. Vzorové chromatogramy realnych
vzorki z primarni i sekundarni fermentace jsou prezentovany v piiloze (Ptiloha 1, Ptiloha 2).
Kapitola je rozdé€lena na sledovani, jak primdrni, tak sekundarni fermentace.

5.1.1 Studium Fizené primarni fermentace-bioreaktor

Tento experiment fizené fermentace kombuchového néapoje vychédzel z navrhované
technologie firmy RebornFood, ktera nam také poskytla scoby pro ptipravu napoje. Vzhledem
K tomu, ze ve vyrobé RebornFood neovliviiuji pfi fermentaci napoje teplotu zadnymi
Klimatizacemi, je teplota v jejich vyrobé kolem 22 °C. V provedeném experimentu byla
udrzovéna stabilni teplota od 24,5 °C — 25 °C, coz je optimalni teplota pro mikroorganismy
obsazené ve scoby [16]. Béhem tohoto experimentu byly odebirany kazdy den ve stejnou
dobu vzorky kombuchového napoje pro naslednou HPLC analyzu a zéaroven, zde byly
Vv prubéhu celé primarni fermentace monitorovany hodnoty pH a teploty (graf 5). Vzhledem
k tomu, Ze pfi procesu vyroby kombuchového napoje vznika velka fada metabolitd, dochazi
také ke zménam pH v priabéhu fermentace. Tato zména Gzce souvisi zejména S tvorbou
organickych kyselin, kdy se hodnota pH b&hem této fermentace snizovala, a to z divodu
hydrolyzy sachardzy a naslednou tvorbou organickych kyselin. Pokles hodnoty pH muze byt
také spojen sucinky vyrovnavaciho pufru vznikajiciho zreakci mezi syntetizovanymi
organickymi kyselinami a mineraly substratu (Loncar, Petrovic, Malbasa, & Verac, 2000)
[54].

V nasem experimentu byla hodnota pH v €ase t=0 stanovena na pH 7, tato hodnota se
zmeénila jiZ béhem prvniho dne, kdy mliZeme pozorovat rychly pokles na hodnotu pH 3,67.
Tato rychla zména hodnoty pH je nejspise diisledkem pouZitého ¢aje k fermentaci. Caj, ktery
byl pouzit pro fizenou fermentaci kombuchového népoje byl ¢aj Pu-erh, coZ je fermentovany
¢aj a jeho pH bylo stanoveno na hodnotu pH 4. R.Malbasa a kol. (2007) studovali také zménu
pH Vv priibéhu priméarni fermentace [54]. Jejich vysledky se shoduji s nasimi, tudiz byl také
pozorovan pokles pH v ¢ase fermentace, kdy z hodnoty pH 7 byl pozorovan zhruba ve 3. dnu
pokles na pH 5,2. Tym R.Malbasa a kol. (2007) zjistili vliv poc¢ate¢ni koncentrace sachardzy
hodnota pH [56]. V jejich pfipadé byla pouzita sacharéza o koncentraci 50 g/l, kdy pH
v prvnim dnu bylo pH 7, nasledoval pokles, kdy v 7. dnu fermentace byla hodnota pH 4,5.
Tuto pomalou zménu hodnoty pH v pfipadé tymu R.Malbasa a kol. (2007) mize mit za
nasledek také niz$i aktivita mikroorganismi obsazenych ve scoby. Diky bioreaktoru bylo
mozné sledovat teplotu v prubéhu celé fermentace, coz je vyobrazeno na grafu 5, kde je
mozné pozorovat zmény teploty pfi fizené fermentaci (od 24,4 °C do 24,6 °C).
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Graf 3 zmeny hodnoty pH a teploty béhem primdrni Fizené fermentace v bioreaktoru

Béhem této fizené fermentace byly studovany zmény koncentraci majoritnich analytd
vyskytujicich se v kombuchovém napoji, a to zejména sachar6za, fruktoza, glukoza,
organické kyseliny a ethanol. MnozZstvi sacharézy, ktera byla do ¢ajového nalevu ptidavana
v koncentraci 70 g/l byla po prvnim dnu hydrolyzovana a jeji hodnota klesla na koncentraci
30,66 g/l. V sedmém dni, ktery byl zaroven poslednim dnem provadéné fizené fermentace,
byla hodnota sachar6zy stanovena na 15,62 g/l. Tato fermentace byla ukonéena z diivodu
technologickych postupti ve firmé RebornFood. Obsah koncentrace fruktozy a glukdzy se
postupné zvySoval z pocateéni koncentrace 0 g/l, kdy béhem druhého dne se tyto hodnoty
koncentrace zvysily na 0,54 g/l (fruktéza) a na 0,54 g/l (glukoza). Na konci primarni
fermentace byla koncentrace téchto dvou monosacharidli stanovena na 10,94 g/l pro glukdzu
a 6,93 g/l pro fruktézu. Hodnoty zbytkovych sacharidi po ukoncené fermentaci byly vecelku
vysoké, a tudiz by tento napoj mél sladkou chut. Zaroven z koncentrace sacharidii mtizeme
fici, ze tato fermentace nebyla jesté zcela u konce.
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Studované analyty v kombucha-primarni fizena fermentace
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Graf 4 koncentrace jednotlivych analytii v pritbéhu primdrni rizené fermentace v bioreaktoru

Tabulka 5 koncentrace jednotlivych analytii v pritbéhu primarni rizené fermentace v bioreaktoru
Dny EtOH Sacharoza | Glukoza Fruktoza kys. octova | Kys. mlééna
fermentace | % [Vv/V] [0/1] [0/1] [0/1] [0/1] [9/1]

1 0,37 30,66 <LOD <LOD <LOD <LOD
2 0,41 29,82 1,84 0,54 547 <LOD
3 0,42 23,18 3,38 1,17 6,41 0,01
4 0,46 20,72 3,36 1,92 5,41 0,02
5 0,48 19,53 6,08 3,67 7,40 0,04
6 0,47 19,08 9,88 6,21 7,36 0,05
7 0,54 15,62 10,94 6,93 6,62 0,04

Koncentrace organickych kyselin v nami pfipraveném napoji byla v 7. dni fermentace
6,62 g/l kyseliny octové a 0,047 g/l kyseliny mlééné. Koncentrace organickych kyselin a
ethanolu uzce souvisi se vznikem monosacharidi, a proto zde miZzeme vidét podobny trend
ve vzrustu koncentraci téchto analytd. Koncentrace kyseliny octové byla v 7. dni fermentace
stanovena na 6,62 g/l. Z této vystupni koncentrace je mozné usuzovat vyssi obsah bakterii
Acetobacter v pouzité scoby. Kombuchovy napoj se fadi jako nizko alkoholicky, a tudiz musi
byt hodnota alkoholu v napoji maximélné¢ do 1,2 % (v/v). V provadéném experimentu za
pomoci fizené teploty byla tato podminka splnéna a celkovy obsah alkoholu byl stanoven na
hodnotu 0,54 % (v/v). Vzhledem Kk nizké hodnoté ethanolu, ktera spliuje definici nizko
alkoholového napoje, by se mohl kombuchovy népoj ihned konzumovat a prodavat

Z porovnani namétenych vysledkii z primérni fizené fermentace je mozné usuzovat, Ze
dle navrZzené technologie firmou RebornFood nebyly laboratorné piipravené vzorky jesté
kompletné prokvasené. V takto klimatizované laboratofi by bylo mozné ve fermentaci
pokracovat i déle, ale z divodu srovnavaci podstaty této prace byly dodrzeny piedem
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scoby byla pied jejim nasledovnym pouzitim omyta vodou, coz se standardné ve provoznim
méfitku neprovadi.

5.1.2 Studium teplotné nerizené primarni fermentace v provozu RebornFood

Jak uz bylo zminéno Vv této diplomové praci, kvasinky a bakterie obsazené ve scoby
napoji se podileji na tvorbé a zménach obsahu riiznorodych analyti béhem vyroby
kombuchového napoje. Sacharéza, ktera slouzi jako vychozi substrat je prevadéna
metabolickou aktivitou bunék kvasinek a bakterii na glukozu, fruktozu a dale na ethanol,
kyselinu octovou, kyselinu mléénou a velky pocet dalSich sloucenin. V ramci posouzeni
bilance sacharidi, v grafu (5)a Tabulka 6), mizeme vidét linearni pokles koncentrace
sachar6zy v Case, ktery je ptevazné patrny V prvnich 3 dnech fermentace. Z pocateéni
koncentrace 70 g/l sachar6zy, pridavané do ¢ajového nalevu, byla ve vzorku z 3. dne kvaseni
stanovena koncentrace 12,07 g/l. V dalsich dnech byl i nadale sledovan linearni pokles, ktery
ovSem nebyl jiz tak rychly jako v prvnich 3 dnech. Tento pokles je mozné vyuzit také jako
méfitko rychlosti fermentace kombuchového napoje. Dale mizeme vidét, ze kvasinky a
bakterie obsazené ve scoby béhem prvnich 6 dni pfeméni téméf vSechnu sachardézu z média na
glukézu a fruktozu. NarGst koncentrace glukozy a fruktézy je piimo umérny sniZovani
koncentrace sachardzy, coz mizeme vidét v grafu (6) a Tabulka 6), kdy se koncentrace téchto
dvou monosacharidti zvysila mezi prvnim a druhym dnem fermentace z 6,76 g/l (glukédza) a
5,52 g/l (fruktdza) na 18,66 g/l (glukoza) a 21,50 g/l (fruktdza). Koncentrace téchto dvou
sacharidd byla relativné stabilni v obdobi od druhého do patého dne fermentace (jak je videét
v Tabulka 6 i grafu 7). To poukazuje na plynuly prubéh kvaseni napoje. Z grafu také vyplyva,
ze glukoza je prednostné vyuzivana pied fruktdzou, to je nejspiSe zapticenéno mikrobialnim
slozenim nami pouzité scoby. Dle studie Sievers a kol. (1995), bylo zjisténo, ze tvorba
glukézy a fruktozy velmi uzce souvisi s mikrobialnim slozenim scoby samotné [51]. Bakterie
Acetobacter xylinum vykazuji preferencni vyuziti glukozy k produkei kyseliny glukuronové a
ethanolu za vzniku kyseliny octové. Mikroorganismy scoby také vyuzivaji glukézu k tvorbé
nové celulézové sit€ na povrchu. Vzhledem Kk vysledkiim nami prométenych vzorkti miizeme
soudit, ze scoby pouzita pro fermentaci kombuchového napoje obsahovala vice bakterii
Acetobacter xylinum, proto byla glukdza rychleji spotiebovavana.

Tabulka 6 Koncentrace sledovanych analytii v pritbéhu primarni fermentace

Dny EtOH |Sacharéza |Glukéza Fruktéza |[Kys.octova |Kys. mlé¢na
fermentace | 95 [v/v] | [9/1] [o/1] [o/1] [o/1] [o/1]
0 0 70 0 0 0 0

1 0,37 30,66 0 0 0 0

2 0,41 29,82 1,84 0,54 5,47 0

3 0,42 23,18 3,38 1,17 6,41 0,01
4 0,46 20,72 3,36 1,92 5,41 0,02
5 0,48 19,53 6,08 3,67 7,4 0,04
6 0,47 19,08 9,88 6,21 7,36 0,05
7 0,54 15,62 10,94 6,93 6,62 0,04
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Graf 8 koncentrace jednotlivych analytu v pribéhu primarni fermentace

Co se tyce organickych kyselin vznikajicich v kombuchovém ndapoji, Vv prib&hu
fermentace byl sledovan obsah dvou majoritnich kyselin, a to kyseliny octové a kyseliny
mlécné. Zatimco kyselina octovéa vznikd jako majoritni kyselina piisobenim bakterii octového
kvaSeni a jeji pfitomnost je v kombuchovych napojich bézna a zadouci, kyselina mlécna je
obsazena pouze vzacné v urCitych druzich scoby (obsahujici bakterie Lactobacilus). Béhem
primarni fermentace bylo ve sledovanych vzorcich kombuchového napoje stanoveno 0,38 g/l
kyseliny octové a 0,27 g/l kyseliny mlééné ve druhém dni fermentace. Koncentrace téchto
dvou kyselin pomalu vzrtstala, az dosahla hodnoty 1,02 g/l kyseliny octové a 0,91 g/l
kyseliny mlé¢né v 8. dnu primarni fermentace. Bylo publikovano celé fada vyzkumii na obsah
kyseliny octové, pficemz Chen a Liu (2000) sledovali rozSifenou primarni fermentaci
kombuchy a to az do 30. dne, kdy stanovili nejvétsi mnozstvi této kyseliny na 1,19/l [55]. Dle
jejich vyzkumu byl vyvoj produkce kyseliny octové pomaly, s postupnym nartstem, kdy bylo
dosazeno maximalni hodnoty 1,1 g/l ve 30. dnu fermetace. Poté nasledoval linearni pokles az
na hodnotu 0,8 g/l v 60. dnu fermentace, ktery byl zaroven poslednim sledovanym dnem touto
skupinou. Linearni nartst kyseliny octové, ktery popsal Chen a Liu (2000) byl zaznamenan i
Vv piipadé nasich sledovanych vzorka [55]. Obdobny experiment monitoringu obsahu kyseliny
octové byl proveden také Jayabalanem a kol. (2007), ktefi sledovali primarni fermentaci do
18.dne [29].
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V ramci této studie byla ve vzorcich kombuchového népoje stanovena nejvyssi koncentrace
kyseliny octové 9,59/l v 15.dnu fermentace. Po tomto obdobi dochazelo k pomalému
poklesu koncentrace této kyseliny, kdy v 18. den fermentace byl naméfen obsah kyseliny
octové na 4,69 g/l. [29]. Naridst koncentrace kyseliny octové zavisi na receptufe daného
vyrobce kombuchového napoje, pouzité scoby a je piimo tmérny délce trvani fermentace i
obsahu uhliku jako zdroje. Kyselina octova jakozto majoritni kyselina obsazena
v kombuchovém napoji ma zasadni vliv na jeho senzorické vlastnosti. V analyzovanych
vzorcich byla koncentrace kyseliny octové 1,02 g/l v 8. den primarni fermentace. Vzhledem
k takovému obsahu této kyseliny by bylo mozné napoj ihned konzumovat bez toho, aniz by
mél vyrazné octovou chut’.

Kyselina mlécn4, kterd nepatii mezi charakteristické slozky kombuchového napoje byla
také zjiSténa v nami sledovanych vzorcich. ZvySeni obsahu kyseliny mlééné souvisi s dobou
trvani fermentacniho procesu. Jayabalan a dalsi (2007) zkoumali koncentraci kyseliny
mlécné, a to na kombuchovém napoji pripraveném ze zelené¢ho ¢aje [29]. Stanovili maximalni
koncentraci této Kyseliny, a to na hodnotu 0,54 g/l ve 3. dnu fermentace. V naSich vzorcich
byl nejvyssi obsah kyseliny mlé¢né stanoven na 1,31 g/l v 7. dnu fermentace (Tabulka 6 a
graf 9). Jedna se o obsah zhruba tiikrat vétsi, nez naméfila skupina Jayabalan a dalsi (2007)
[29]. Vysoky obsah kyseliny mlécné ve vysledném kombuchovém napoji maji za nasledek
mikroorganismy obsazené ve Scoby zejména bakterie Lactobacilus. Zaroven zde hraje
roli i kvalita, druh a zem¢& pivodu pouzitého ¢aje k vyrobé kombuchového napoje.

Vyznamnym produktem metabolizmu mikroorganismti ve scoby je ethanol. VVzhledem
K tomu, Ze kombuchovy napoj pfipravovany firmou RebornFood je prezentovan jako
nizkoalkoholicky, musi dosahovat hodnoty 1,2 % (v/v) a proto je nutné tuto hodnotu sledovat
[31]. Koncentrace ethanolu ve studovanych vzorcich v prubéhu primarni fermentace postupné
narustala. Z ptuvodni koncentrace 0,36 % (v/v) v prvni den fermentace na 1,9 % (v/v) v 6. dnu
fermentace, kdy dosahla maxima. Poté zacala klesat a v 8. dnu kvaseni muZeme pozorovat
koncentraci ethanolu 0,88 % (v/v), tento trend nartstu i poklesu obsahu ethanolu zaznamenal
také Martin Sievers a spol. (1995) [52]. Zminény pokles ethanolu je zpisoben jeho
biologickou oxidaci na kyselinu octovou. Z vySe uvedeného muzeme fici, Ze fermentace a
vznik analytl u nami studovaného kombuchového napoje probihal dle trendd popsanych
v nékolika studiich zabyvajicich se touto problematikou. Z nami provadéné analyzy vyplyva,
ze kombuchovy napoj po 8. dnech fermentace zcela spliuje definici nizko alkoholického
napoje, tudiz by byl mozny prodej neperlivého produktu z primarni fermentace.

5.1.3 Studium procesu sekundarni fermentace na obsah vybranych latek
vV kombuchovém napoji

Kombuchovy népoj je mozno konzumovat ihned po primarni fermentaci, ale z divodu
zadouciho naperleni napoje se provadi bud’ sekundarni fermentace, nebo se napoj uméle syti.
Sekundérni fermentace provadéna pii vyrobé kombuchového napoje je standardné chemicky
upravovana, tak aby nedochdzelo ke zvySovani organickych kyselin a ethanolu v lahvich.
Firma RebornFood si jako jedna z mala na trhu zaklada na cCisté pfirodni fermentaci tohoto
napoje, tudiz do néj nijak behem celého procesu nezasahuje. Z divodu zjist€ni zmeén
koncentrace analytll v pribéhu nefizené sekundarni fermentace byla provedena nésledujici
analyza tohoto napoje. V ramci studia prabéhu sekundarni fermentace byly vzorky
kombuchového napoje odebirany po dobu 35 dnti po stoceni.
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Vzhledem k potencialni variabilit¢ vzorkt v ramci jednotlivych lahvi byly testovany vzdy
dv¢ lahve kombuchového napoje ve stejném case. Hlavni motivaci sekundarni fermentace
kombuchového népoje je jeho nasyceni oxidem uhli¢itym, ktery dotvari jemné perlivy napoj s
osveézujici chuti. Tento proces je také vyuzivan v piipadé nutnosti snizit zbytkové mnozstvi
sacharidii z primarni fermentace (dia produkt).

Z grafu 10 a tabulkyTabulka 6 vyplyva, Ze po stoCeni napoje dochazi i nadale k poklesu
koncentrace zbytkové sacharozy, a tim ke vzniku glukozy a fruktozy, coz maji za nasledek
anaerobni bakterie obsazené ve scoby. Mikroorganismy obsazené v médiu se nerovnomérné
dostavaji pii sta¢eni do lahvi. Tyto lahve jsou nasledné uzavieny a ochlazeny, ¢imz se zméni
prostiedi. V lahvich je 1 po uzavieni obsazen zbyvajici kyslik, ktery je i nadale vyuzivan k
aerobnimu metabolismu mikroorganismti obsazenych v médiu. Jakmile klesne hladina kysliku
pod kritickou uroven, v mikroorganismech dochazi k anaerobnim metabolickym procesim.
Jako hlavni produkty sekundarni fermentace jsou ethanol a oxid uhli¢ity.

Po primarni fermentaci kombuchového napoje byla hodnota sachar6zy vstupujici do
sekundérni fermentace 0,24 g/l. Toto zbyvajici mnozstvi sacharézy bylo béhem prvnich tfi
dnti sekundarni fermentace hydrolyzovano na glukozu a fruktézu. Po 9 dnech sekundarni
fermentace bylo mnoZstvi sachar6zy pod limitem detekce dané instrumentace. Vychozi
koncentrace glukozy a fruktdzy po stoCeni napoje po primarni fermentaci byly 13,027 g/l
(fruktoza) a 10,194 g/l (glukdza). Béhem stoCeni a 3. dne sekundarni fermentace stoupla
koncentrace téchto dvou analytii na 18,698 g/l fruktézy a 12,506 g/l glukézy. Tento vzestup
ma za nasledek nejen neustdle se rozkladajici sacharéza v napoji, ale rovnéz dalsi zdroje
sacharidu, jako je naptiklad celul6zovy material, stoéeny po primarni fermentaci. Hodnoty
sacharidli v népoji velmi pomalu klesaly az do 35. dne sekundarni fermentace, kdy byla
naméfena prumérna koncentrace glukozy na 6,97 g/l a fruktéozy na 14,62 g/l. Vzhledem
K tomu, ze v ndmi analyzovanych vzorcich ptfevladala koncentrace fruktdozy, mizeme soudit,
ze vysledny napoj bude mit piijemné sladkou chut, ktera je nasledkem pravé vétsi
koncentrace tohoto monosacharidu. Béhem sekundarni fermentace probiha biosyntéza
ethanolu a oxidu uhli¢itého diky kvasinkam a bakteriim, které scoby obsahuje. Béhem prvnich
tii dnll po sto¢eni doSlo k nartstu koncentrace EtOH z ptvodni koncentrace po prvni
fermentaci 0,88 % (v/v) na koncentraci 1,51 % (v/v) po sekundarni fermentace. Tento nartst
maji za nasledek kvasinky Saccharomyces, které se fadi do fakultativné anaerobnich, tudiz za
nedostatku kysliku pracuji efektivnéji. Z uvedené tabulky 8 a grafu 11 lze vidét, Ze vzorky,
které byly odebirany nahodné z divodu variability jednotlivych lahvi, vykazuji rozdily
V hodnotéach koncentraci studovanych analytt. Tento rozdil bude nejspise zplisoben tim, Ze se
do kazdé lahve dostal pfi stoceni jiny pocet mikroorganismt ze scoby, uvolnénych v médiu.
Zaroven vidime, ze vpraméru se obsah ethanolu v lahvich pohybuje kolem
1,4 % + 0,65 % (v/v), coz nesplituje definici nizko alkoholového ndpoje. Z diivodu rozdilt
naméfenych hodnot ve zkoumanych vzorcich byla data zprimérovana pomoci excelu. Tyto
data byla nasledné vynesena do grafu (viz. graf 4).

41



Tabulka 7

Koncentrace jednotlivych analytii v priitbéhu sekundarni fermentace

EtOH kys. octova | Kys. mlééna | Fruktoza |Glukéza |Sacharoéza
Den po stoceni | odbér | % [Vv/V] [g/1] [g/1] [g/1] [a/1] [g/1]
3. 1/1 1,56 1,11 1,35 18,69 12,50 0,08
3. 12 1,47 0,98 1,08 18,72 8,17 0,11
9 2/1 1,48 0,89 1,15 17,53 11,84 <LOD
9 212 1,49 1,03 1,09 18,75 10,00 <LOD
15. 3/1 1,43 0,91 1,75 15,27 11,45 <LOD
15. 312 1,46 1,03 1,52 16,02 8,27 <LOD
21. 41 1,32 1,19 2,15 16,53 7,52 <LOD
21. 412 1,40 1,36 2,09 15,30 10,80 <LOD
27. 5/1 1,32 1,10 2,08 16,01 5,97 <LOD
27. 5/2 1,41 1,26 2,11 15,13 8,02 <LOD
35. 6/1 1,39 1,04 2,08 14,45 9,30 <LOD
35. 6/2 1,40 1,23 2,07 14,80 4,65 <LOD
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5.14 Vliv stavu scoby na produkci vybranych chemickych liatek v kombuchovém
napoji

Pomoci HPLC byly také proméfeny kombuchové napoje piipravené v laboratoii
z ruznych casti scoby. Toto méfeni probihalo pouze v sedmy den fermentace a vysledky jsou
uvedeny v tabulce Tabulka 8. Jako casti scoby byla odebrana spodni vrstva, ktera byla ve
firm¢ RebornFood produkéni. Dale byla pouzita vrchni ¢ast, tedy dcefind noveé vytvorena
scoby a nasledné i scoby, kterou majitel vyfadil a jiz neomlazoval (jeji rust probihal zhruba 2
tydny bez vétsiho piisunu substratu).

Tabulka 8 Koncentrace jednotlivych analytit v 7. den fermentace s pouzitim riiznych édsti scoby
Vrchni ¢ast NepouZivana Spodni Cast

EtOH %][v/v] 1,11 0,51 0,80

kys. octova [g/l] 2,07 0,81 4,97

kys. mlééna [g/1] 0,97 0,38 0,62

Sacharéza [g/1] 2,04 15,42 0,50

Glukéza [g/l] 20,95 18,43 23,73

Fruktoza [g/l] 28,79 21,19 22,31

Z tabulky 7 muzeme vidét, Ze kazda cast scoby utilizuje substrat jinou rychlosti. Zatimco
spodni nejstarS$i cast, ktera byla ve firmé zarovenn produkcni, hydrolyzovala sacharézu
nejrychleji (0,5 g/l), u vrchni dcetiné scoby byla koncentrace sachardzy stanovena na 2,04 g/l.
V napoji vyrobeném z Casti scoby, kterou majitel vytadil a neomlazoval, byla sacharoza
Stépena nejpomaleji a jeji koncentrace v 7. dni byla 15,42 g/I. Tato pomala spotieba
ve scoby. Aby mikroorganismy mohly produkovat analyty do napoje, musi nejprve dojit
K opétovnému nartstu biomasy. Z hlediska spotieby vychoziho substratu se jako nejlepsi zda
byt spodni produkéni Cast scoby. OvSem v napoji, ktery vznikl kvaSenim touto Casti, se
vyskytuje pomérné vysoka koncentrace kyseliny octové, kterd zde byla stanovena na 4,97 g/l.
Z takto vysoké koncentrace této kyseliny je mozno usuzovat na Spatné senzorické vlastnosti.
Oproti tomu napoj pfipraveny z vrchni dcefiné c¢asti obsahoval v 7. dni fermentace
koncentraci 2,07 g/l kyseliny octové, ovsem zaroven zde stoupla koncentrace ethanolu na
1,11 % (v/v) ve srovnani s napoji ptipravenych ze spodni ¢asti a nepouzivané scoby. Spodni
Cast scoby se proto jevi vhodnym kandidatem pro pfipravu napoje ve firmé RebornFood.
Z vyse uvedené tabulky muzeme fici, ze scoby odebrana jako vrchni je nejlepsi pro tvorbu
kombuchového napoje. Z téchto experimentt lze vidét, Ze stav a kvalita pouzité scoby je
zéasadni pro vysledny kombuchovy napoj.

5.1.5 Mikrobiologicka charakteristika kombuchového napoje z riznych scoby

Na petriho miskach, které obsahovaly pifipravené médium (kapitola 4.3.1), byl proveden
ktizovy roztér kombuchového napoje vzniklého po fermentaci zrtiznych c&asti scoby
(z experimentu 5.1.4). Takto pfipravené misky byly nasledn¢ ponechany v termostatu o
teploté 25 °C po dobu 7 dni. Teplota termostatu byla volena dle optimalni teploty, pii které
dochazi k produkci biomasy pomoci mikroorganismi obsazenych ve scoby. Byla nalezena
korelace mezi vysledky mikrobiologické charakterizace scoby a analyz produkti fermentace
pomoci HPLC. Vysledky analyzy napoji fermentovanych zriznych c¢asti scoby jsou
uvedeny v kapitole 5.1.4. Na obrazcich 23 Ize vidét porovnani vyskytu bakterii a kvasinek
Vv jednotlivych napojich vyrobenych z riznych ¢asti scoby. Na prvnim obrazku je vidét velky
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vyskyt biomasy v mediu u nepouzivané scoby, coz je zplUsobeno piizptisobovanim
mikroorganismli médiu a tvofeni nové celulozové vrstvy, coz potvrzuji i hodnoty organickych
kyselin z Tabulka 8 (kapitola 5.1.4.). Oproti tomu kiizovy roztér vrchni a spodni ¢asti scoby
ukazuje velmi malé mnoZstvi mikroorganismi. Tento vysledek miize byt zpiisoben Spatnym
provedenim tohoto roztéru. Vzhledem Ktomu, ze byl kiizovy roztér pripravovan
z kombuchového napoje, a ne piimo ze scoby, mohlo dojit k tomu, ze doslo k sedimentaci
mikroorganismti obsazenych v médiu, a tudiz nebyly pieneseny na kultivatni misku
V potfebném mnozstvi tak, jak tomu bylo u napoje pripraveného z nepouzivané scoby.

V ramci kiizového roztéru muzeme fici, Ze kvasinky a bakterie vyskytujici se ve scoby
jsou zde obsazeny v koloniich. Tyto kolonie maji stejnou barvu i tvar, a tak je nemizeme od
sebe odlisit. Zaroven zde miizeme vyloucit ptitomnost plisni, které jsme zde ani neoc¢ekavali,
tudiz se nam tento predpoklad potvrdil.

Obrazek 23 Krizovy roztér kombuchového ndpoje vytvoreného z riiznych casti sScoby a ukdzka
scoby materské a nové vyprodukované celulézové vrstvy (dceriné scoby).
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6 Zavér

Napoj kombucha je konzumovan po celém svéteé jako osveézujici napoj, ktery je mozné si
pfipravit doma, tak i komer¢né zakoupit. Pii vyrobé tohoto napoje se klade diraz na rizné
odridy c¢ajovych listli a presné mnozstvi cukru. Tyto techniky si kazda firma zabyvajici se
vyrobou peclive stiezi.

Zakladem této diplomové prace bylo zjisténi chemickych procesti béhem vyroby
kombuchového napoje. Ten byl piipraveny jak fizenou fermentaci v bioreaktoru, kdy byla
pouzita scoby zfirmy RebornFood zabyvajici se komeréni vyrobou pftirodniho
kombuchového napoje, tak napojem vyrobenym piimo v této firme¢. Vzhledem
k pozadovanému perlivému charakteru kombuchového napoje byla provedena také studie
prabéhu zmén béhem sekundérni fermentace.

Cilem analyz provadénych béhem primarni i sekundarni fermentace, bylo stanoveni
vznikajicich metabolith v pribéhu kvaSeni Vv zavislosti na case. Pfi srovnani sloZeni
kombuchového napoje v médiu po primarni fermentaci, tj. v 7. dnu, lze pozorovat zménu
analytli oproti prvnimu dni. Z vysledkii porovnavajicich primarni fermentaci se zdkvasem a
bez zakvasu (v bioreaktoru) mizeme jasné vidét, ze rychlost hydrolyzy sacharézy v ptipadé
primarni fermentace s obsazenym zakvasem je asi o polovinu rychlejsi. Vstupni koncentrace
sachar6zy u obou méfenych fermentaci byla 70 g/, avSak v 7. dni primarni fermentace
kombuchového napoje se zdkvasem ¢inila tato koncentrace 1,09 g/l sachardzy. Proti tomu pii
fizené primarni fermentaci v bioreaktoru (bez zakvasu) byla v 7. dni naméfena koncentrace
15,62 g/l. Vysledky koncentraci naméfené sachardzy pii primérni fermentaci se zédkvasem
jsou hlavnim diavodem, Ze po stoc¢eni do lahvi zde jiz nedochézi k nijak vyznamné zméné
chemickych slou€enin. Zaroven byla v napoji analyzovdna kyselina mlécnda, ktera se
v kombuchovém népoji vyskytuje spiSe vzacné€. Ve vzorcich z primarni fermentace za pouZiti
zékvasu byla namétena koncentrace této kyseliny v 7. dni 0,9 g/l. Oproti tomu Vv primarni
fizené fermentaci byla koncentrace kyseliny mlééné v 7. dni fermentace naméfena 0,04 g/l.
Takto velky rozdil v hodnotach kyseliny je nejspiSe opét zplisoben pfidanim zdkvasu do
nalevu. Dale byl sledovan obsah ethanolu v kombuchovém népoji ptipraveném jak fizenou,
tak nefizenou fermentaci. Po primérni fermentaci provadéné firmou RebornFood byl stanoven
obsah ethanolu v 7. dni na koncentraci 1,09 % (v/v), po stoceni do lahvi, a tim padem spusténi
sekundarni  fermentace, byla  koncentrace  ethanolu v napoji  stanovena na
1,4 % + 0,65 % (v/v), coz nespliuje legislativu o nizko alkoholickém napoji. Vzhledem
K tomu, ze tato firma nechce napoj uméle sytit ani do néj nijak zasahovat, vznika
technologicky problém, ktery bude tfeba vyfesit v ramci dalSiho vyzkumu a vyvoje.

Cast experimentalniho &asu v ramci této diplomové prace bylo vénovano studiu scoby
samotné. Bylo prokazano, ze scoby, ktera nebyla nikterak omlazovana nékolik tydnt po
naloZeni do Cajového nalevu, zacala utilizovat sacharozu jako zdroj uhliku. OvSem vzhledem
k jejimu vyhladovéni nebyla schopna produkovat metabolity do média jako primarni produkt.
Nejprve se zaméfila na znovuobnoveni své mikrobidlni struktury a tvorbu nové celulozové
sité.

Tato diplomova prace také poukazuje na unikatni mikrobialni slozeni kazdé scoby, ktera
je vkladana do c¢ajového nalevu. Pavod scoby je hlavni a ur€ujici slozkou vysledného

45



chemického slozeni kombuchového napoje. Zaroven byla prokédzana unikéatnost kazdé lahve
vyrobené ve firmé RebornFood, diky zcela pfirodni fermentaci.
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7 Seznam pouZzitych zkratek a symbolii
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
RI — refraktometricky detektor

UV-VIS — ultrafialové-viditelna spektroskopie
EtOH — ethanol

& — molarni absorpéni koeficient [1.mol™*.cm™]

| — délka [cm]

¢ — koncentrace [mol2.cm™]

A — absorbance
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Priloha 1: ukdzkovy chromatogram redlného vzorku kombuchového napoje po sekundarni fermentaci
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Priloha 2: ukazkovy chromatogram realného vzorku kombuchoveho napoje z primarni fermentace



