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ABSTRAKT 

Diplomová práce se zabývá problematikou vlivu vybraných faktorů na mikrobiotu 

kombuchy, jako je například doba fermentace anebo druh použitého substrátu. V mém 

výzkumu jsem se zaměřila konkrétně na tři skupiny mikroorganizmů – kvasinky, octové 

a mléčné bakterie. V první části je obecně charakterizována kombucha, její chemické složení 

a potenciální účinky na zdraví organizmu. Dále je popsán technologický proces výroby 

kombuchového nápoje a jaké další fermentované nealkoholické nápoje existují. Třetí část je 

zaměřena na mikrobiologické složení kombuchy a jiných nealkoholických nápojů. 

Posledním tématem teoretické části je vliv různých faktorů na mikroorganizmy v kombuše.  

Při samotném experimentu bylo z izolovaných mikroorganizmů vybráno 47 kmenů 

k identifikaci. V prvé řadě byla izolována DNA, která byla namnožena pomocí reakce 

PCR touch-down a před sekvenací ještě purifikována. Výsledné sekvence byly srovnávány 

s databází NCBI (The National Center for Biotechnology Information; National Library 

of Medicine) v programu nBLAST. 29 kmenů bylo identifikováno jako kvasinky 

a 15 kmenů mělo shodu se sekvencí některých druhů bakterií. Většina bakterií patřila 

do čeledi Acetobacteraceae. Mezi identifikovanými vzorky se nevyskytoval ani jeden 

ze skupiny mléčných bakterií. Nejčastěji identifikovanými izoláty kvasinek z analyzovaných 

kombuch byly rody Brettanomyces a Zygosaccharomyces. 
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ABSTRACT 

This diploma thesis deals with the issue of selected factors on the microbiota of kombucha, 

such as fermentation time and the type of substrate. The research specifically focused 

on three groups of microorganisms – yeasts, acetic acid bacteria, and lactic acid bacteria. 

The first part provides a general overview of kombucha, its chemical composition, and its 

potential health effects. It also describes the technological process of kombucha beverage 

production and presents other types of fermented non-alcoholic drinks. The third section 

focuses on the microbiological composition of kombucha and other non-alcoholic 

beverages. The final part of the theoretical section addresses the impact of various factors 

on the microorganisms present in kombucha. 

In the experimental part, 47 strains of isolated microorganisms were selected 

for identification. DNA was first extracted and amplified using touch-down PCR 

and subsequently purified before sequencing. The resulting sequences were compared with 

the NCBI (The National Center for Biotechnology Information; National Library 

of Medicine) database using the nBLAST program. 29 strains were identified as yeasts, 

and 15 matched sequences of various bacterial species. Most of the bacteria belonged to 

the Acetobacteraceae family. No strains from the lactic acid bacteria group were identified 

among the samples. Brettanomyces and Zygosaccharomyces were the most abundant yeast 

genera. 
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ÚVOD 

Kombucha je fermentovaný nealkoholický nápoj původem z Číny. Nápoj se vyrábí 

ze slazeného čaje (nejčastěji černého a zeleného). Tvorby fermentovaného čaje se účastní 

společenství bakterií a kvasinek (SCOBY). Kombucha se stala populární díky potenciálním 

zdravotním účinkům. Pravděpodobně přispívá ke zdraví gastrointestinálního traktu, 

zmírnění bolesti hlavy a snížení hladiny cholesterolu. Mimo jiné působí jako antioxidant 

díky přítomnosti polyfenolických látek. Nicméně tyto pozitivní účinky nejsou zatím 

dostatečně vědecky podložené. 

Hlavní problematikou této práce je zkoumání vlivu vybraných faktorů (doba 

fermentace, druh substrátu) na mikrobiotu kombuchy, se zaměřením na octové bakterie 

a kvasinky. Faktory ovlivňující mikrobiotu výsledného nápoje jsou variabilní. Během 

fermentačního procesu se mění totiž chemické složení, které je závislé i na použitém 

substrátu, na jeho množství a podmínkách vnějšího prostředí (př. teplota okolí). 

S prodlužující se dobou fermentace se zvyšuje produkce organických kyselin, především 

kyseliny octové, a tím se snižuje pH nápoje. Pro většinu mikroorganizmů je kyselé prostředí 

limitující a nejsou schopny růstu. Mezi běžnou kombuchovou kulturu řadíme kvasinky rodu 

Brettanomyces, Zygosaccharomyces, Torulaspora a bakterie Acetobacter sp., 

Komagataeibacter sp. a Gluconacetobacter sp.  

  



14  UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 

 

  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 KOMBUCHA 

Fermentované potraviny a nápoje představují vhodný modelový systém pro studium 

mikrobiálních společenství a jejich vzájemných interakcí. Kombucha, často označovaná také 

jako "kombuchový čaj" se v poslední době stává stále více zkoumaným příkladem 

fermentovaného nápoje vznikajícího v důsledku spolupráce komplexních mikrobiálních 

komunit. [1] 

Kombucha si svoji popularitu získala svými pravděpodobnými pozitivními účinky. 

Prokázalo se například, že je účinná při léčbě žaludečních vředů, snižuje vysokou hladinu 

cholesterolu anebo slouží jako prevence proti rakovině. Navíc u tohoto nápoje je známé, 

že má antioxidační vlastnosti. [2] Jedná se o mírně kyselý, šumivý nealkoholický nápoj, 

avšak množství alkoholu se může lišit v závislosti na typu fermentačního procesu a délky 

jeho trvání. Tvorby kombuchového čaje se účastní jak kmeny bakterií, tak i kvasinek, které 

pracují v symbióze. [3] 

Kombucha je známá i pod dalšími názvy, např. čajová houba se jí říká v Indonésii 

a Japonsku, Kargasok čaj v severní části Kamerunu anebo Mandžuská houba v Číně. [3] 

1.1 Původ 

První zmínky o tomto nápoji sahají až do doby kolem roku 200 př.n.l. Poprvé byl nápoj 

užíván v Asii, konkrétně v severovýchodní Číně (Mandžusko), kdy byl vyráběn pro 

tehdejšího císaře. Věřil, že pití čaje ho udrží déle mladého. Nápoji se začalo říkat "elixír 

života", nebo "čaj nesmrtelnosti". Čaj byl také oblíbený mezi bojovníky (samuraji), kteří ho 

pili kvůli zvýšení energie a síly před bitvami. [2] Původ názvu je také spojován s korejským 

doktorem Kombu. Měl za úkol přinést tento zázračný nápoj japonskému císaři. [4]  

Během 1. světové války ji ruští rolníci používali k pomoci poraněným vojákům. 

Po válce tento "zázračný" nápoj údajně používal německý vědec k léčbě pacientů 

s rakovinou. Avšak během 2. světové války značně poklesla výroba, a tedy i užívání 

kombuchového čaje kvůli nižší dostupnosti surovin. [4]  

O několik let později švýcarští vědci zjistili, že konzumace kombuchy je prospěšná pro 

podporu růstu potřebných bakterií ve střevech. Ačkoli se jedná o nápoj s dlouhou historií, 

v poslední době se stává stále populárnějším, začal se šířit po celém světě a na trh se dokonce 

dostává v různých příchutích. [2] [5] 
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1.2 Chemické složení kombuchového čaje 

Kombucha je fermentovaný nápoj, který vzniká fermentací sladkého čaje za přítomnosti 

kvasinek a bakterií, které spolupracují na přeměnách cukrů a dalších složek. Výsledkem je 

nápoj s velmi komplexním chemickým složením, jehož složky se vyvíjejí a mění v závislosti 

na celé řadě proměnných faktorů, jako jsou druh a koncentrace vstupních surovin, zdroj 

inokula, doba fermentace, teplota a rovněž mikrobiální společenství.  

Chemické složení kombuchy zahrnuje širokou škálu bioaktivních látek, jejichž 

koncentrace je přímo ovlivněna těmito faktory. Mezi hlavní složky patří vitaminy, minerální 

látky, polyfenoly, organické kyseliny, aminokyseliny a biogenní aminy, které mají 

významné biologické účinky. Kromě toho kombucha obsahuje i kofein a etanol. Porozumění 

těmto složkám je klíčové pro pochopení toho, jak kombucha ovlivňuje lidské zdraví, a také 

pro optimalizaci technologických postupů při její výrobě s cílem dosáhnout vyšší nutriční 

hodnoty a konzistence konečného produktu. [3] [6] 

1.2.1 Vitaminy 

Vitaminy jsou pro správné fungování těla nezbytné, jelikož se podílejí na celé řadě 

biochemických a fyziologických procesů. Lidský organizmus si je však nedokáže sám 

vytvářet, a proto je nutné je získávat ze stravy. [7]  

V kombuše byly detekovány ve vodě rozpustné vitaminy, zejména vitaminy skupiny B 

(B1, B2, B6, B9 a B12) a vitamin C, který je zobrazen na Obrázek 1 (kyselina askorbová). 

Tyto vitaminy hrají klíčovou roli v imunitním systému a energetickém metabolismu 

organizmu. Vitaminy přispívají také k celkové nutriční hodnotě nápoje a k jeho antioxidační 

ochraně. [3] [6] 

 

Obrázek 1: Vitamin C – chemický vzorec [5] 
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1.2.2 Minerální látky 

Jedná se o anorganické živiny, které jsou sice potřebné pouze ve stopovém množství, ale pro 

správné fungování organizmu jsou naprosto nezbytné. [5] 

Minerální složení kombuchy je rovněž velmi rozmanité. Základním zdrojem těchto 

látek jsou čajové lístky, ať již černého či zeleného čaje, jež obsahují esenciální kationty jako 

draslík (K), hořčík (Mg), mangan (Mn), kobalt (Co), měď (Cu) a železo (Fe), a také anionty, 

například fluoridů (F). Tyto látky se uvolňují při přípravě čaje, a pak během fermentačního 

procesu. Mají významný vliv na metabolické funkce v lidském těle. [3] 

Fermentace má vliv na mnohé složky kombuchy, např. na pokles cukru, vznik etanolu 

a kyseliny octové. Nicméně o tom, jak se během fermentace mění obsah iontů – konkrétně 

třeba fluoridů – se zatím ví málo. Během výzkumu z roku 2021 [8] se zaměřili právě 

na sledování fluoridu během fermentace. Analyzovány byly čtyři různé druhy čajových 

nálevů – bílý, červený, zelený a černý. Ukázalo se, že nejnižší obsah fluoridu měl nápoj 

z bílého čaje, zatímco nejvyšší byl zaznamenán u kombuchy ze zeleného čaje. 

Je však třeba upozornit, že kromě těchto prospěšných prvků může být v kombuše 

přítomno i malé množství toxických kovů. Je nutné kontrolovat kvalitu surovin a výrobní 

podmínky, aby byla zachována kvalita i bezpečnost finálního produktu. [3] 

1.2.3 Polyfenoly 

Polyfenoly představují klíčovou skupinu bioaktivních sloučenin v čaji, které zásadně 

ovlivňují jeho organoleptické vlastnosti a přispívají ke zdravotním účinkům nápoje. 

V čerstvých čajových listech se tyto látky objevují zejména jako flavonoidy – například 

flavanoly, flavanol-galáty a flavanol-glykosidy. Díky své schopnosti neutralizovat volné 

radikály a regulovat buněčné enzymy se polyfenoly řadí mezi klíčové látky, které mohou 

pomoci při prevenci onemocnění spojených s oxidačním stresem, například rakoviny, 

kardiovaskulárních chorob nebo neurologických poruch. [3] 

Během fermentace čaje, zejména u výroby černého čaje, dochází k oxidaci základních 

zástupců polyfenolů – katechinů (Obrázek 2). Při oxidaci se tvoří komplexnější sloučeniny, 

například theaflavinů, thearubiginů a dalších derivátů. Tento transformační proces 

způsobuje pokles původního obsahu katechinů až o 85 %. Výsledkem je tmavší barva 

finálního nápoje a upravený chuťový profil, kdy se výrazně snižuje hořkost. 
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V zeleném čaji zůstávají katechiny, jako je α-epigalokatechin-3-galát, α-epikatechin,  

α-epigalokatechin, α-epikatechin-3-galát, α-galokatechin a β-katechin, zachovány 

ve vysokých koncentracích, což přispívá k jejich hořké a svíravé chuti. [9]  

 

Obrázek 2: Katechin – chemický vzorec [10] 

 

Polyfenoly také ovlivňují aktivitu buněčných receptorů a enzymů, čímž posilují obranné 

mechanismy organizmu proti škodlivým účinkům reaktivních kyslíkových radikálů. Jejich 

přítomnost v čaji ovlivňuje nejen organoleptické vlastnosti nápoje, ale také výrazně přispívá 

k prevenci a zmírnění patologických procesů spojených s oxidačním stresem. Tato 

mnohostranná funkce polyfenolů zdůrazňuje jejich zásadní význam v chemickém složení 

nápoje a poukazuje na jejich široký potenciál nejen v potravinářství, ale i v prevenci 

chronických onemocnění. [3] 

1.2.4 Organické kyseliny 

Během fermentace kombuchy vzniká řada organických kyselin, mezi nejdůležitější patří 

octová, glukuronová, glukonová, mléčná, jablečná, citronová, vinná a listová kyselina. [3]  

Octová kyselina dodává kombuše charakteristickou kyselou vůni a chuť připomínající 

ocet. Její koncentrace se během fermentace postupně zvyšuje, přičemž po 30 dnech dosahuje 

maxima 11 g/l. Následně klesá na 8 g/l po 60 dnech, protože bakterie začínají octovou 

kyselinu využívat jako zdroj uhlíku, jakmile se vyčerpají zásoby cukru a etanolu. [2] [5] 

Obsah kyseliny mléčné je závislý na druhu čaje. Více se vyskytuje v nápojích 

připravených ze zeleného čaje než z černého. [2] 

Glukuronová kyselina (Obrázek 3) vzniká oxidací glukózy během fermentace a hraje 

klíčovou roli v detoxikaci organizmu. Váže se na toxické látky v játrech a usnadňuje jejich 

vylučování ledvinami. Kromě toho je prekurzorem při biosyntéze vitaminu C. [2] 
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Obrázek 3: Glukuronová kyselina – chemický vzorec [11] 

 

1.2.5 Aminokyseliny a biogenní aminy 

Kombucha obsahuje několik aminokyselin, které jsou důležité pro lidský organizmus. 

Během fermentace může docházet k jejich přeměně na biogenní aminy prostřednictvím 

mikrobiální dekarboxylace. Některé z těchto aminů jsou nezbytné pro buněčný 

metabolismus, zatímco jiné mohou být v nadměrném množství škodlivé. [3] [6] 

V průběhu fermentace dochází také ke změnám v obsahu bílkovin a enzymů 

v kombuše. Bylo zjištěno, že koncentrace proteinů se během prvních 12 dnů fermentace 

postupně zvyšuje a pohybuje se v rozmezí 0,1 až 3,0 mg/ml. Po tomto období dochází 

k jejich poklesu, což je pravděpodobně způsobeno snižováním extracelulárních proteinů 

mikroorganizmy. [6] 

Přítomnost aminokyselin a biogenních aminů v kombuše je důsledkem metabolických 

procesů probíhajících během fermentace. Tento faktor podtrhuje význam řízení 

fermentačního procesu, aby byla zachována optimální kvalita finálního nápoje. [3] [6] 

1.2.6 Kofein 

Kofein je přírodní alkaloid ze skupiny xanthinů, který se vyskytuje v rostlinách jako jsou 

čajovník, kávovník nebo kakaovník. V rostlinách má kofein obrannou funkci – působí jako 

pesticid proti škůdcům. Kofein je známý svými povzbuzující účinky na centrální nervovou 

soustavu primátů a přispívá ke zvýšení energie organizmu. [12] V čajových listech tvoří 

kofein přibližně 3 % jejich hmotnosti, přičemž konkrétní množství závisí na způsobu 

pěstování a zpracování. [9] Chemický vzorec kofeinu je znázorněn na Obrázek 4. 
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Obrázek 4: Kofein – chemický vzorec [5] 

 

Při výrobě kombuchy hraje kofein specifickou roli – slouží jako zdroj dusíku, který je 

nezbytný pro metabolické procesy a buněčnou obnovu mikroorganizmů zúčastňujících se 

fermentace – kvasinek a bakterií. Kromě toho jim kofein poskytuje energetickou podporu, 

díky níž mohou efektivně fermentovat čajový nálev. [12] 

1.2.7 Etanol 

Etanol je vedlejším produktem fermentace kvasinek a vyskytuje se tedy i v kombuše. 

Tradičně vyráběná kombucha obsahuje malé množství alkoholu. Běžně se pohybuje mezi 

0,7 a 1,3 % a jeho koncentrace v průběhu fermentace postupně narůstá. Nejvyšší obsah 

alkoholu je kolem 20. dne fermentace a poté následuje pozvolný pokles. [5]  

1.3 Účinky na zdraví organizmu  

Konzumenti kombuchy z celého světa tvrdí, že tento čaj má mnoho pozitivních účinků na 

zdraví člověka. Mezi nejčastější potenciální účinky patří: 

• detoxikace krve, 

• snížení hladiny cholesterolu i krevního tlaku, 

• redukce zánětů, zmírnění příznaků revmatických onemocnění, 

• podpora funkce jater, prevence a léčba infekcí močových cest, 

• redukce hmotnosti, regulace chuti k jídlu, 

• prevence proti diabetes mellitus 2. typu, 

• ochrana proti rakovině, 

• prevence vypadávání vlasů, 
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• zmírnění bolestí hlavy, 

• zlepšení zraku, 

• snížení stresu a nespavosti, 

• působení proti stárnutí organizmu a celková podpora metabolismu. [6] 

Předpokládá se, že příznivé účinky tohoto nápoje mohou souviset s přítomností 

probiotických kultur a bioaktivních látek, jako jsou polyfenoly, aminokyseliny, organické 

kyseliny a vitaminy ve vodě rozpustné. [13] 

Nicméně většina těchto účinků byla zkoumána jen experimentálně na modelech. Výše 

uvedený seznam účinků vychází ze zkušeností uživatelů a z neoficiálních studií. Vědecké 

důkazy ze studií na lidech zatím nejsou dostatečné nebo potvrzují tyto přínosy jen zřídka 

a nejsou plně prokazatelné. [6] 

 Vědci prokázali, že kombucha má především tyto biologické aktivity: antimikrobiální, 

antioxidační, probiotické, protizánětlivé, a dokonce hepatoprotektivní účinky. [6]  

K ověření zdravotních benefitů kombuchy bylo provedeno několik studií in vivo 

(na zvířatech) a in vitro. [14] Výsledky těchto výzkumů ukazují široké spektrum 

potenciálních účinků na zdraví, včetně gastroprotektivních, antioxidačních, protinádorových 

a metabolických účinků. Například gastroprotektivní účinky byly sledovány na myších 

modelech se žaludečními vředy. Během studie [15] byla kombucha připravena 

z borůvkového nápoje Výsledný fermentovaný nápoj vykazoval zvýšený obsah fenolických 

látek, tříslovin a antokyanů. Navzdory tomu však měl nižší antioxidační aktivitu. U části 

zvířat se objevilo poškození žaludeční sliznice, a proto autoři studie doporučují zkrátit dobu 

fermentace, což by mohlo přispět ke zvýšení antioxidačního potenciálu a snížení kyselosti 

nápoje. [16] 

1.3.1 Potenciální zdravotní přínosy kombuchy 

Jak bylo zmíněno v textu předchozí kapitoly, mezi základní potenciální pozitivní účinky 

patří antimikrobiální aktivita. Kombucha má antimikrobiální účinky hlavně díky vyššímu 

množství organických kyselin, jako je například kyselina octová. [11] Kombucha obsahuje 

kromě kyseliny octové i polyfenoly, které posilují její antibakteriální účinky. [17] Například 

v zeleném čaji zvláště dominuje epigalokatechingalát, který kromě prokázaných 

antibakteriálních účinků přispívá i ke snížení hladiny LDL (low density lipoprotein neboli 

v překladu lipoprotein s nízkou hustotou cholesterolu) a podporuje posílení imunitního 
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systému. [12] Avšak antimikrobiální aktivita kombuchy je dána především díky samotné 

fermentaci. [18] Některé studie prokázaly, že antimikrobiální vlastnosti jsou způsobené také 

výskytem bakterií mléčného kvašení a jejich biologicky aktivními složkami, jako jsou 

bakteriociny. [19] 

Vědci zkoumali inhibiční vlastnosti kombuchového čaje a byla zjištěna účinnost 

na mnohé patogenní mikroorganizmy. [6] Tyto antimikrobiální vlastnosti ale nijak 

neovlivňují probiotické mikroorganizmy v kombuše. Podle některých studií má tento nápoj 

antimikrobiální vliv například na Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae, které patří mezi 

gramnegativní bakterie ve tvaru tyčinek. Kombucha působí také proti růstu mnohých 

grampozitivních bakterií, mezi které řadíme koky Staphylococcus aureus nebo tyčinky 

Listeria monocytogenes. [20]  

Pro stanovení antimikrobiální aktivity se používají například difuzní testy s disky. 

Antimikrobiální vlastnosti se zjišťují také pomocí minimální inhibiční koncentrace (MIC), 

která viditelně inhibuje růst mikroorganizmu. Testy na MIC mají výhody v tom, že poskytují 

přehled o tom, jak daná látka ovlivňuje růst bakterií v závislosti na čase. [14] [21] 

Antioxidační aktivita kombuchy je způsobena především přítomností polyfenolů 

a katechinů z čaje, kyseliny askorbové a kyseliny D-glukuronové (DSL). [6] Polyfenoly 

tvoří téměř 15-35 % sušiny čajových listů v závislosti na typu čaje přičemž mezi 

nejvýznamnější patří epigalokatechin a epikatechin, jak už bylo zmíněno v části 

o polyfenolech 1.2.3. [22] Kombucha vykazuje silné antioxidační vlastnosti, projevující se 

snížením oxidace tuků a zabraňuje fragmentaci DNA. [23] Navíc odborníci zjistili, 

že antioxidační aktivita kombuchy převyšuje účinky vitaminů C a E, což naznačuje její 

potenciál při léčbě chronických onemocnění spojených s oxidačním stresem, například 

v prevenci poškození buněk, zánětlivých stavů, selhání imunitního systému či vzniku 

nádorových buněk. [22] 

Kombucha byla zkoumána pro své možné protirakovinné účinky spojené s obsahem 

zmíněných polyfenolů a jejich degradačních produktů vznikajících při fermentaci. Tyto látky 

mohou působit jako chemopreventivní sloučeniny – ochrana organizmu před nádorovými 

buňkami. Už v roce 1951 vědecké studie v Rusku naznačily, že čaj má ochranný vliv proti 

rakovině. [2] [3] Některé výzkumy také ukázaly, že kombucha připravená z černého čaje 

a saturejky má silnější antiproliferativní účinky než kombucha vyrobená pouze z černého 

čaje. Tento efekt souvisí s blokováním vzniku mutací, se zpomalením růstu nádorových 

buněk a také potlačením šíření metastáz. [24] 
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Na laboratorních zvířatech bylo také prokázáno, že kombucha má i hepatoprotektivní 

účinky. Tento účinek je přisuzován D-glukaro-1,4-laktonu, produkovanému bakteriemi 

Gluconacetobacter sp., který podporuje detoxikační procesy v játrech. [25] 

Kombucha je považována za probiotický nápoj díky vyššímu obsahu živých a aktivních 

mikroorganizmů – probiotickým bakteriím. Probiotika příznivě ovlivňují střevní mikrobiotu, 

podporují imunitní systém, syntézu vitaminů a vstřebávání minerálů. Pravidelná konzumace 

nápojů s probiotickými účinky může přispět ke snížení celkového cholesterolu a sloužit jako 

prevence střevních potíží. [5] 

Fermentovaný nápoj kombucha vykazuje také protizánětlivé a imunomodulační 

účinky, které jsou spojovány s obsahem polyfenolů, organických kyselin a antioxidantů. 

Tyto látky přispívají ke snížení hladin zánětlivých cytokinů, jako jsou TNF-α a IL-6, jejichž 

nadměrná aktivita obvykle souvisí s chronickými zánětlivými onemocněními. [18] 

Některé výzkumy ukazují [26] , že katechin obsažený v kombuše může potlačit aktivaci 

makrofágů a tím snížit uvolnění TNF-α až o desítky procent podle dávky. Kombucha tak 

může přispívat ke zmírnění zánětlivých stavů, jako je např. artritida. Kyselina glukuronová 

může navíc přispět k výživě kloubní chrupavky prostřednictvím přeměny na glukosamin 

a chondroitin sulfát. [18] 

1.3.2 Negativní účinky (potenciální rizika spojená s konzumací kombuchy) 

Kombucha jakožto fermentovaný nápoj může přinášet řadu zdravotních benefitů, avšak při 

jeho nadměrné konzumaci anebo nevhodné přípravě může způsobit nežádoucí účinky. 

Mezi nepříznivé reakce patří závratě, nevolnost, bolesti hlavy a ve vážnějších případech 

dokonce jaterní potíže a laktátová acidóza. Domácí výroba kombuchy navíc s sebou nese 

riziko kontaminace plísněmi nebo patogenními mikroorganizmy, které mohou mít toxické 

a karcinogenní účinky. Konzumace příliš kyselého nápoje po dlouhém fermentačním 

procesu může více zatěžovat organizmus a je nevhodná pro těhotné a kojící ženy jak kvůli 

obsahu alkoholu, tak i potenciálnímu vlivu na srážlivost krve. [2] [3] 
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2 TECHNOLOGICKÝ PROCES VÝROBY KOMBUCHY 

Tento nápoj se tradičně vyrábí fermentací, tj. kvašením slazeného čaje. Nejčastěji se 

k přípravě kombuchy používá černý a zelený čaj, ale mohou být použity i jiné typy čajů. 

K fermentaci čaje je zapotřebí tzv. čajová houba. Jedná se o celulózový biofilm nazývaný 

SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast), neboť ho tvoří symbiotická kolonie 

bakterií a kvasinek. [2] 

2.1 Suroviny pro výrobu kombuchy 

2.1.1 Tradiční čajové substráty 

Kombucha se tradičně vyrábí z extraktu černého nebo zeleného čaje, které pocházejí 

ze stejné rostliny Camellia sinensis, patřící do čeledi Theaceae. Tato rostlina je původem 

z jihovýchodní Asie a její listy se používají k výrobě různých druhů čaje v závislosti 

na způsobu zpracování. [27] Poskytuje nezbytné živiny pro mikrobiální kultury, především 

dusík, minerální látky a polyfenoly. Správné slazení čajového nálevu je základem pro 

podporu fermentačního procesu. Optimální koncentrace sacharózy se pohybuje mezi 5-8 %. 

[6] 

Zelený čaj pochází z čerstvě sklizených listů rostliny C. sinensis a proces výroby 

nezahrnuje fermentaci. To umožňuje zachování vyššího množství bioaktivních látek, 

například polyfenolů. [28] Klíčovým krokem je inaktivace enzymu polyfenoloxidázy 

pomocí zahřátí nebo napaření čajových lístků, a tím zůstávají katechiny nezoxidované. [29] 

V porovnání s černým čajem má zelený čaj jemnější chuť a světlejší zelenou barvu. Pro jeho 

přípravu se používá nižší teplota louhování (66-85 °C), aby se zmírnilo vylouhování 

tříslovin, díky kterým by nápoj mohl zhořknout. [12]  

Černý čaj je nejrozšířenější a nejvíce oblíbený na světě. Mezi nejuznávanější 

producenty patří zejména Srí Lanka a Indie. [30] Získává se z listů, které prochází intenzivní 

fermentací a oxidací. Během fermentace se přeměňují katechiny na theaflaviny 

a thearubiginy, které jsou jedny z hlavních polyfenolových složek černého čaje. [28] 

Tradiční recepty na kombuchu často doporučují právě černý čaj, jelikož jeho úplná oxidace 

posiluje intenzitu chuti a celkovou sílu nápoje. [12]  

Dalším typem je oolong čaj. Název oolong pochází z čínského výrazu znamenajícího 

"černý drak" [4]. Stejně jako většina tradičních čajů má i oolong své kořeny v Číně, která 

patří mezi jeho hlavní producenty společně s Tchaj-wanem. Oolong čaj je částečně 
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fermentovaný a jeho zpracování zahrnuje sušení na slunci a následnou oxidaci před 

tvarováním listů. Stupeň oxidace se u něj může pohybovat v širokém rozmezí od 10 % 

do 80 %, což udává ve výsledném nápoji širokou škálu chutí – od jemných, sladkých 

a ovocných tónů až po intenzivní, tmavé a kouřové aroma. [5] [27] 

Kromě výše uvedených je možné pro výrobu kombuchy použít bílý čaj. [12] Bílý čaj 

byl původně pěstován výhradně v Číně. Dnes se pěstuje i v dalších zemích, zejména v Indii 

a na Srí Lance. V Číně se bílý čaj rozlišuje podle odrůdy, ze které pochází – konkrétně 

C. sinensis var. bhenghe bai hao a C. sinensis var. fudin bai hao. [29] Tento druh čaje 

se sklízí ve velmi rané fázi, kdy mají lístky a pupeny ještě velmi jemné bílé chloupky, podle 

kterých byl i pojmenován. Na rozdíl od ostatních čajů, které procházejí různým stupněm 

oxidace, se listy bílého čaje zpracovávají velmi šetrně – prochází pouze sušením. Díky tomu 

si čaj zachovává mírnější chuť a také vysoké množství antioxidantů, neboť je bohatý 

na obsah katechinů. [12] 

2.1.2 Alternativní substráty  

Kromě tradičního čaje se však ve výzkumech prokázalo, že kombucha může být 

fermentována i na alternativních substrátech, jako jsou bylinné nálevy, ovocné šťávy, 

mléčné produkty, nebo dokonce i vedlejší průmyslové produkty např. melasa. [6] [27] 

Použití těchto alternativních substrátů může vést ke vzniku nových fermentačních produktů 

s lepšími organoleptickými vlastnostmi a zdravotními účinky. [31] 

Bylinné nálevy jsou tradičně konzumovány pro své zdravotní přínosy a některé studie 

ukázaly, že jejich bioaktivní účinnost může být fermentací kombuchy ještě zesílena. [32] 

Při experimentu z roku 2013 [33] bylo dokázáno, že fermentace kombuchy může být 

úspěšná na čajovém nálevu z máty peprné a tymiánu. Doba fermentace byla dokonce kratší 

než na tradičních substrátech. 

Jedním z úspěšných substrátů pro fermentaci kombuchy byl extrakt z hlíz topinamburu 

(Jeruzalémského artyčoku). Tento substrát je zajímavý především z důvodu nižšího obsahu 

glukózu a fruktózy. Naopak má vyšší množství inulo-oligosacharidů, které mají funkci jako 

vláknina a podporují růst bifidobakterií ve střevní mikrobiotě. Výzkumy také naznačují, 

že fermentace na substrátu z topinamburu zvyšuje obsah kyseliny L-mléčné, L-askorbové 

a celkových organických kyselin, což zlepšuje nutriční hodnotu výsledného nápoje. [6] 

Další alternativou je využití melasy, která je vedlejším produktem hlavně při 

zpracování cukrové řepy. Je nutričně bohatá na různé minerální látky, vitaminy i organické 
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sloučeniny, které podporují fermentační proces. Studie z roku 2008 [34] prokázala, že 

melasa může být použita jako levnější zdroj uhlíku pro fermentaci. Navíc fermentace 

kombuchy na melasovém substrátu vede k větší produkci kyseliny mléčné a biomasy. Je to 

zapříčiněno především vyšším obsahem dusíkatých látek v melase. Výzkumem bylo navíc 

potvrzeno, že optimální koncentrace sacharózy z melasy se pohybuje kolem 7 %, což 

umožňuje produkci s nižším obsahem nežádoucí kyseliny octové a vyšším obsahem 

fyziologicky významné kyseliny L-mléčné. [6] [14] 

Pro získání nápoje s atraktivnějšími organoleptickými vlastnostmi je možné použít 

rooibos. Jedná se o bylinný nálev, který pochází z jihoafrické rostliny Aspalathus linearis. 

[35] Rooibos čaj se liší tím, že neobsahuje katechiny, takže finální kombuchový nápoj bude 

mít nižší antioxidační aktivitu v porovnání s kombuchou z černého nebo zeleného čaje. 

I přesto má vysoký obsah kyseliny glukuronové a jiných významných látek s antioxidační 

aktivitou – rutinu, aspalatinu, orientinu a isoorientinu. [36]  

Dalším příkladem je fermentace kombuchy na extraktu z guavy. Guava je stálezelený 

keř pocházející z Jižní a Střední Ameriky. Sušené listy z guavy se využívají v tradiční 

medicíně díky jejím protizánětlivým, hypoglykemickým, antioxidačním a antibakteriálním 

účinkům. [37] Některé výzkumy ukázaly, že hlavním polyfenolem obsaženým v listech 

guavy je kvercetin, přičemž v menších koncentracích jsou přítomny i další flavonoidy, jako 

je kempferol. [32] 

Kromě bylinných infuzí byly testovány i různé ovocné šťávy, které ovlivňují výsledný 

obsah organických kyselin a fenolických sloučenin. Například byla prováděna studie se 

šťávou z opuncie. Byly prokázány především antibakteriální účinky proti bakterii 

Escherichia coli. [38] 

Během studie [39] byla prováděna fermentace na sójovém extraktu, která vedla 

ke zvýšení obsahu fenolických sloučenin a vitaminů. Současně došlo ke snížení obsahu 

oligosacharidů, které mohou způsobovat zažívací potíže, což naznačuje, že mikroorganizmy 

v kombuše produkují enzym α-galaktosidázu. 

Co se týče sladidel, je možné použít různé zdroje cukru, přičemž to také může znatelně 

ovlivnit výsledné vlastnosti fermentovaného nápoje. Při studii [40] bylo zjištěno, 

že kombucha fermentovaná za použití cukru z kokosové palmy vykazovala in vitro vyšší 

antioxidační aktivitu ve srovnání s nápoji fermentovanými pomocí bílého rafinovaného 

cukru nebo melasy. [41] 
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2.2 Postup výroby kombuchy 

2.2.1 Příprava substrátu pro fermentaci 

Pro přípravu čajového základu se obvykle používá zelený nebo černý čaj. Čajové lístky nebo 

čajové sáčky se přidávají do horké vody a louhují po dobu 5–20 minut, poté se odstraní 

pomocí filtrace. [14] Při přípravě kombuchy z černého čaje se obvykle lístky louhují při 

vyšších teplotách (90–100 °C) po dobu 2 až 5 minut, což umožňuje vzniku optimální chuti, 

aniž by se čaj stal příliš hořkým. V horkém čajovém nálevu se rozpustí cukr – sacharóza. 

Čajový nálev se nechává zchladnout na pokojovou teplotu (kolem 25 °C). [14] 

Sacharóza je nejběžnějším zdrojem uhlíku pro fermentaci kombuchy. Je schopna 

poskytovat glukózu a fruktózu, které jsou potřebné pro metabolické dráhy mikroorganizmů. 

Většinou se uvádí, že optimální koncentrace sacharózy pro fermentaci kombuchy se nachází 

v rozmezí 5 až 10 % hmotnostně na objem (w/v). Právě v tomto rozmezí dochází nejčastěji 

k efektivní fermentaci, neboť poskytuje mikroorganizmům dostatečné množství cukru pro 

jejich metabolickou aktivitu a zároveň nezpůsobuje nadměrné osmotické zatížení, které by 

mohlo inhibovat růst kvasinek a bakterií. [42] 

Podle metody ze studie [6] se 50 až 70 g sacharózy rozpustí v 1 litru vroucí vody, poté 

se přidají lístky černého nebo zeleného čaje a po 5 minutách se odstraní filtrem. Jedná se 

o standardní přidané množství cukru do čajového nálevu. [43] Přesné množství čaje a cukru 

se však může v jednotlivých postupech lišit. Uvádí se například použití 20 g cukru na litr 

vroucí vody s 10 g/l čajových lístků [44], nebo zase při jiném výzkumu [45] bylo použito 

100 g sacharózy a 12 g lístků zeleného anebo černého čaje na 1 litr vody. [46] 

2.2.2 Inokulace mikrobiální kulturou – přidání SCOBY 

Do ochlazeného čajového roztoku se přidává SCOBY spolu se startovacím čajem, obvykle 

se jedná o část fermentovaného nápoje z předchozí várky. Přidání startovacího čaje 

je nezbytné pro optimalizaci počátečního pH (≤ 4,6), které tak zabraňuje množení 

nežádoucích mikroorganizmů. Pokud je naměřená vyšší pH hodnota, je nutné přidat větší 

objem startovacího čaje pro jeho úpravu. [3] 

2.2.3 Fermentace 

Fermentace představuje jednu z nejstarších a nejtradičnějších metod konzervace potravin. 

Během fermentačního procesu dochází k různým biochemickým reakcím, které mohou 
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ovlivňovat nutriční složení a tím i výsledné vlastnosti produktu – bioaktivitu, trvanlivost, 

nebo organoleptické vlastnosti a stravitelnost. [47] 

Fermentace se v domácích podmínkách nejčastěji provádí ve skleněných nádobách se 

širokým hrdlem, které zajišťují dostatečný přístup vzduchu. Nádoba se zakrývá sterilní 

prodyšnou tkaninou (např. bavlněnou látkou), která umožňuje výměnu plynů, ale zároveň 

chrání fermentovaný nápoj před kontaminací z vnějšího prostředí. [46] 

V průmyslové výrobě se fermentace provádí ve velkoobjemových nádržích s velkou 

povrchovou plochou, která zajišťuje dostatečný přístup kyslíku, potřebného zejména pro 

octové bakterie. [48] Kvůli nízkému pH nejsou vhodné některé materiály – mosaz či hliník. 

S kyselým prostředím by tyto materiály mohly korodovat anebo uvolňovat látky, které by 

ovlivnily chuť, kvalitu i zdravotní nezávadnost produktu. Z tohoto důvodu je nejvhodnější 

sklo nebo nerezová ocel. [12] 

Fermentační proces kombuchy probíhá ve dvou fázích – primární (aerobní) 

a sekundární (anaerobní). První fáze začíná po přidání symbiotické kultury SCOBY 

a startovacího čaje do vychlazeného a slazeného čajového nálevu. Fermentace obvykle 

probíhá za aerobních podmínek při pokojové teplotě po dobu 7 až 14 dnů, přičemž délka 

fermentace se odvíjí od požadovaného chuťového profilu a senzorických vlastností nápoje. 

[27]  

V průběhu primární fermentace dochází na povrchu roztoku k tvorbě nové vrstvy 

mikrobiálního biofilmu. Tato vrstva může během dvoutýdenního cyklu dosáhnout tloušťky 

až 8–12 mm. S růstem tloušťky biofilmu roste i jeho hmotnost, díky které začne postupně 

klesat ke dnu fermentační nádoby. Po ukončení fermentačního cyklu je možné tuto nově 

vzniklou kulturu oddělit a uložit do fermentovaného nálevu pro další použití. [49] 

Kvalitativní vývoj nápoje během fermentace zahrnuje přechod od sladké chuti k jemně 

perlivé kyselosti, což je způsobeno tvorbou organických kyselin a oxidu uhličitého. 

Fermentaci je vhodné ukončit nejpozději po 14 dnech, neboť po této době může docházet 

ke zvýšené produkci kyseliny octové, která negativně ovlivňuje senzorickou přijatelnost 

nápoje. [6] 

Po ukončení primární fermentace se kombucha obvykle přefiltruje, aby se odstranily 

zbytky ze SCOBY a dalších pevných částic. V tuto chvíli se může přejít k druhé fermentační 

fázi. Ta probíhá typicky v uzavřených lahvích po dobu 2–5 dnů. Jejím hlavním účelem 

je karbonizace nápoje prostřednictvím přirozené tvorby CO2. Během této fáze je možné 
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kombuchu dochutit přímo ovocem, nebo se do ní často přidávají ovocné šťávy, bylinky nebo 

koření, které nejen zlepšují organoleptické vlastnosti, ale rovněž ovlivňují mikrobiální 

aktivitu. [27] [46] 

V průmyslových výrobách se po první fermentaci kombucha přečerpává do tlakových 

nádob, kde dochází k umělé karbonizaci. Následně se nápoj přefiltruje a plní do láhví. 

Hotový výrobek je skladován při teplotě kolem 4 °C za účelem zpomalení až zastavení 

fermentace. [46] Mikroorganizmy v kombuše jsou stále životaschopné a napomáhají 

současně zachovat stabilitu produktu. [27] Schéma technologického procesu výroby 

kombuchového nápoje je znázorněné na Obrázek 5. 

 

Obrázek 5: Schéma přípravy kombuchového nápoje (Upraveno podle [50]) 

(A) Přivedení vody k varu, (B) přidání cukru, (C) louhování čajových lístků, (D) a (E) vložení SCOBY do 

čajového nálevu, (F) fermentace a (G) přefiltrování zfermentovaného nápoje. 

 

Další nezbytnou součástí při výrobě kombuchy je dodržování hygienických zásad, například 

používání čistých a dezinfikovaných pomůcek a přístrojů, aby se minimalizovalo riziko 

kontaminace nežádoucími mikroorganizmy. [11] 

2.2.4 Analýza rizik při výrobě kombuchy 

Při výrobě kombuchy lze efektivně využívat principy systému HACCP (Hazard Analysis 

and Critical Control Points = Systém analýzy rizika a stanovení kritických kontrolních 

bodů), které jsou běžně využívány v potravinářském průmyslu. Nejčastěji identifikovaná 

rizika mají biologický charakter. [14]  
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Přestože čaj sám o sobě není typicky spojován s onemocněním z potravin, nicméně 

černý i zelený čaj mohou obsahovat až 10⁵ CFU/ml mikroorganizmů včetně druhů 

Aspergillus, Shigella či Pseudomonas. [51] [52] 

K eliminaci těchto rizik je doporučeno používat převařenou vodu a do nálevu vložit 

kombuchový biofilm ihned po vychladnutí. Domácí výroba často zahrnuje i sdílení SCOBY 

mezi domácnostmi, čímž se zvyšuje možnost kontaminace plísněmi rodu Aspergillus 

a Penicillium, jejichž mykotoxiny mohou být zdraví škodlivé. [11] Z tohoto důvodu 

je doporučováno zahájit výrobu komerční kulturou. [14] 

2.3 Jiné nealkoholické kvašené nápoje 

2.3.1 Vodní kefír 

Vodní kefír je šumivý, mírně kyselý kvašený nápoj. Vyrábí se fermentací roztoku sacharózy 

s vodou za přítomnosti kefírových zrn (tibi). Nápoj je známý pod různými názvy, 

jako například „Tibetská houba“. [53] Kefírová zrna (Obrázek 6) hrají klíčovou roli 

v procesu fermentace kefíru, obdobně jako SCOBY u kombuchy. Zrna se skládají z gelovité 

polysacharidové matrice obsahující symbiotickou kulturu bakterií a kvasinek známou jako 

kefiran.  

 

Obrázek 6: Tibetský vodní kefír [54] 

 

Fermentace probíhá po dobu 18 až 24 hodin při teplotě mezi 8 a 25 °C v částečně 

uzavřených nádobách, tudíž jde o rychlejší proces v porovnání s výrobou kombuchy. 

Po dokončení fermentace se zrna oddělují od kapaliny pomocí filtrace a lze je opakovaně 

využít pro přípravu dalších šarží kefíru, přičemž si zachovávají své charakteristické 

vlastnosti. [18] 

 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 31 

 

2.3.2 Ginger beer („zázvorové pivo“) 

Zázvorové pivo neboli „ginger beer“, je fermentovaný nápoj ze zázvoru, vody, cukru 

a v některých případech i kvasinek. Nápoj má běžně jemně pikantní chuť a aromatickou 

vůni, díky přítomnosti bioaktivních látek – gingerolů, shogaolů a zingeronů. [55] [56] 

Může být nealkoholický i alkoholický, podle typu fermentace.  

Tradičně se vyrábí přirozenou fermentací za účasti mikroorganizmů přítomných 

v zázvoru, nebo řízenou, kdy se cíleně přidávají kvasinky Saccharomyces cerevisiae 

(zázvorový kvásek). [55] 

Zázvor si získal oblibu nejen díky své specifické chuti, ale také pro své zdravotní 

přínosy. Přispívá ke zmírnění nevolnosti, příznaků nachlazení, artritidy, bolestí svalů 

a kloubů. Kromě toho je známý svými antimikrobiální vlastnostmi. Mnohé fermentované 

potraviny, včetně zázvorového piva, mají zdravotní přínosy díky produktům fermentačního 

procesu, jako jsou například vitaminy skupiny B, a hodně konzumentů mezi pozitivní účinky 

řadí i probiotické vlastnosti. Avšak aby bylo možné tvrdit, že zázvorové pivo má probiotické 

účinky nebo přínos pro zdraví, je nezbytné analyzovat jeho mikrobiální složení. [57] 

2.3.3 Rejuvelac 

Rejuvelac je fermentovaný nealkoholický nápoj vyráběný z naklíčených obilovin, nejčastěji 

z quinoy a pšeniče. [58] Tento nápoj byl vyvinut původně v 60. letech 20. století jako 

ozdravné tonikum. [59] 

Proces klíčení hraje zásadní roli při přípravě rejuvelacu. Dle metodiky z vědeckého 

článku z roku 2021 [58] se zrna pšenice nejprve namočí ve vodě, a následně se nechají klíčit 

při teplotě 20 ± 2 °C po dobu 12 až 24 hodin. Po naklíčení se zrna krátce promyjí sterilní 

vodou a nechají se fermentovat za účasti bakterie Lactobacillus acidophilus po dobu 

24 hodin při teplotě 25 °C. [59] Kromě L. acidophilus převažují v rejuvelacové startovací 

kultuře i bakteriální rody Pediococcus a Weissella. [60] 

2.3.4 Boza 

Tradiční fermentované nápoje na bázi pšenice se v různých částech světa konzumují již 

po staletí. Mezi nejvýznamnější zástupce patří také boza (někdy označována jako bosa). 

Tento nápoj je původem z Turecka a připravuje se z různých obilovin, především z prosa, 

kukuřice, pšenice anebo rýžové krupice. K hotovému nápoji se obvykle přidává cukr 

nebo sacharin, čímž se zjemňuje jeho chuť. [59] 
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Fermentace bozy je výsledkem kooperace mezi bakteriemi mléčného kvašení 

a kvasinkami, které přeměňují sacharidy na organické kyseliny a další vedlejší produkty. 

Mezi hlavní zástupce bakterií mléčného kvašení identifikované z bozy patří Lactobacillus 

a další mléčné tyčinky, Lactococcus a Leuconostoc. [61] Z kvasinek byly nejčastěji 

izolované druhy Saccharomyces carlsbergensis a Saccharomyces cerevisiae. [62] 

Proces výroby bozy zahrnuje hned několik fází: 

• odstranění plev a otrub ze surovin (čištění), 

• vaření za stálého míchání po dobu 1 až 2 hodin, 

• ochlazení a přefiltrování směsi, 

• přidání cukru, 

• fermentace po dobu asi 24 hodin při teplotě 15-25 °C a skládá se ze dvou fází: 

1. alkoholová fermentace, při níž vzniká oxid uhličitý, 

2. mléčná fermentace, které dodává charakteristickou kyselou chuť, 

• následné chlazení produktu před distribucí. [59] 

2.3.5 Jun 

Jun čaj je fermentovaný nápoj, který je svým charakterem podobá kombuše, avšak odlišuje 

se použitými surovinami – sladidlem je med. Během fermentace dochází působením 

symbiotické čajové kultury k rozkladu cukrů na glukózu a fruktózu, což vede ke vzniku 

etanolu a oxidu uhličitého, tak jako tomu je při výrobě kombuchy. Mezi hlavní metabolity 

produkované během tohoto procesu patří například kyselina glukonová, citronová, 

glukuronová, vinná, šťavelová, listová, jantarová a pyrohroznová. [63] 

2.3.6 Koji amazake 

Koji amazake je tradiční japonský nealkoholický nápoj bílé barvy a sladké chuti, 

připravovaný z rýžového koji a vody, případně s přídavkem vařené rýže. Fermentace probíhá 

při 50–60 °C, kdy enzym amyláza produkovaný plísní Aspergillus oryzae rozkládá rýžový 

škrob na glukózu – což odlišuje koji amazake od ostatních sladkých nápojů, které běžně 

obsahují sacharózu nebo fruktózu. [64] 
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2.3.7 Tepache 

Tepache je tradiční fermentovaný nápoj pocházející z Mexika. Tradičně se připravoval 

z kukuřice, dnes se vyrábí převážně z ananasových slupek, cukru a vody, případně 

s přídavkem skořice nebo pepře. Fermentace probíhá přirozeně za účasti nativní mikrobioty, 

typicky ve dřevěných sudech po dobu 4 dnů při pokojové teplotě. [65] 

Z tepache byly izolovány mikroorganizmy s probiotickým potenciálem, 

např. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Enterococcus faecium nebo Lactiplantibacillus 

pentosus, které produkují antimikrobiální peptidy a jsou schopné přežít trávicí trakt. Tudíž 

má prospěšný vliv na střevní mikrobiotu a slouží jako prevence gastrointestinálních obtíží. 

[66] 
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3 VÝSKYT MIKROORGANIZMŮ V NEALKOHOLICKÝCH 

FERMENTOVANÝCH NÁPOJÍCH 

3.1 Biofilm kombuchy – SCOBY 

Biofilm je shluk mikroorganizmů, který je obklopen vlastní extracelulární polymerní 

matricí. Tato matrice je tvořena převážně polysacharidy, proteiny, lipidy, enzymy 

a extracelulární DNA. Slouží jako ochrana před nepříznivými vlivy vnějšího prostředí 

a umožňuje adhezi k různým povrchům. [67] 

Biofilmy hrají klíčovou roli v mnoha přirozených i průmyslových procesech, přičemž 

mohou být jak prospěšné, tak nežádoucí. [68] Mohou přispívat i například k čištění vody. 

V medicíně jejich přítomnost často vede ke vzniku chronických infekcí a v potravinářství 

mohou způsobovat kontaminaci a kažení potravin. [67] 

Nicméně biofilmy hrají významnou roli při fermentačním procesu kombuchy. Biofilm 

kombuchy produkuje během fermentace nové celulózové vrstvy, které lze odebrat a využít 

v dalším fermentačním cyklu. Tvorba a charakteristiky biofilmu kombuchy závisí 

na podmínkách fermentace, včetně použitých surovin, teploty, doby fermentace, přítomnosti 

kyslíku, druhu mikroorganizmů a v neposlední řadě i na zdroji uhlíku. [69] Biofilm 

kombuchy je tvořen především symbiotickou kulturou bakterií a kvasinek (SCOBY), které 

společně přeměňují oslazený čajový nálev na fermentovaný nápoj obsahující organické 

kyseliny, enzymy a další bioaktivní látky (viz 1.2). [67] 

3.1.1 Mechanizmus tvorby biofilmu 

Tvorba biofilmu během fermentace je výsledkem spolupráce kvasinek a bakterií, které jsou 

obsaženy v SCOBY. Hlavním zdrojem uhlíku pro tyto mikroorganizmy je sacharóza 

a zároveň metabolizují složky čajového extraktu, které poskytují mikroorganizmům 

potřebný dusík pro jejich růst. [67] [70] 

V první fázi fermentace se sacharóza přeměňuje na fruktózu a glukózu za přítomnosti 

enzymu invertázy, který je produkován kvasinkami. Bakterie následně využívají glukózu 

k produkci organických kyselin. [71] Kvasinky současně z těchto monosacharidů vytvářejí 

etanol a oxid uhličitý. Vzniklý etanol je dále oxidován bakteriemi na kyselinu octovou, 

a to vede ke snížení pH. Toto kyselé prostředí podporuje aktivitu kvasinek a zároveň 

se vytváří optimální podmínky pro růst bakterií produkujících poly-β-[1–4]-D-glukózu 

a celulózový biofilm z glukózových jednotek. Mezi tyto bakterie patří především 
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Acetobacter xylinus, Komagataeibacter xylinus a Gluconacetobacter xylinus. [67] Bakterie 

vylučují enzymy syntázy, které katalyzují přeměnu hexóz, glycerolu, dihydroxyacetonu, 

pyruvátu a dikarboxylových kyselin na celulózové řetězce, čímž dochází k tvorbě nové 

celulózové sítě. [72] Na Obrázek 7 je uvedeno schéma mechanizmu tvorby biofilmu. 

 

Obrázek 7: Mechanizmus vzniku biofilmu kombuchy (upraveno podle [67]) 

 

Celulóza se skládá z vnitřní membrány propojené s peptidoglykanovým řetězcem a vnější 

membránou, což přispívá k její stabilitě a pevnosti. Chrání mikroorganizmy před vnějšími 

vlivy a umožňuje jim adherovat k povrchu. Na stabilitě a vlastnostech biofilmu se podílejí 

také další faktory – teplota, pH, nebo koncentrace živin. [67]  
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3.2 Mikrobiota kombuchy (kombuchová kultura) 

Mikrobiologické složení kombuchy do značné míry závisí na původu startovací kultury, 

jelikož klimatické a environmentální podmínky v konkrétní oblasti mohou ovlivnit růst 

a převahu určitých kmenů, čímž se v daném regionu vyvíjejí odlišné fermentační procesy. 

Složení těchto fermentovaných nápojů se často liší v závislosti na různých faktorech, 

jako je množství a druh použitých surovin, nebo teplota. Nicméně jak bylo již zmíněno v této 

diplomové práci, hlavními mikroorganizmy v kombuše jsou kvasinky a bakterie. [18] [71]  

Na počátku fermentačního procesu převažují osmotolerantní mikroorganizmy. Mezi 

ně patří například Zygosaccharomyces sp., Torulaspora delbrueckii a Schizosaccharomyces 

pombe. Po octovém kvašení začínají dominovat mikroorganizmy odolné vůči kyselému 

prostředí – Dekkera sp. a Candida stellata. [46] 

Během studie [73] bylo k analýze odebráno celkem 23 vzorků kombuchy z různých 

míst USA. Pomocí sekvenování metagenomu metodou shotgun se ukázalo, že nejčastěji 

se vyskytujícími mikroorganizmy byly bakterie Komagataeibacter rhaeticus 

a kvasinky Brettanomyces bruxellensis. 

3.2.1 Bakterie 

Bakteriální společenství v kombuše je tvořeno hlavně octovými bakteriemi a v menší míře 

i bakteriemi mléčného kvašení (BMK). Ty se spolu s kvasinkami podílejí na fermentačním 

procesu. [47] 

 

Octové bakterie 

V kombuchovém čaji dominují octové bakterie. Řadíme je mezi gramnegativní aerobní 

mikroorganizmy. Obvykle jsou ve tvaru tyčinek nebo jejich buňky mohou být oválné. [74] 

Většina těchto bakterií je kataláza-pozitivní, ale neprodukují oxidázu. Nejlépe rostou 

při teplotách v rozmezí 25 až 30 °C, avšak některé teplu odolné kmeny dokážou tolerovat 

i vyšší teploty až do 42 °C. [75] Určité druhy octových bakterií rovněž vykazují schopnost 

přežívat a růst v kyselém prostředí s hodnotami pH okolo 3,5. [76] 

Octové bakterie patří z taxonomického hlediska do čeledi Acetobacteraceae, který 

zahrnuje několik rodů. Za nejvýznamnější rody pro potravinářský průmysl se považují 

Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter a Komagataeibacter. [77]  
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Jejich hlavní funkcí je oxidace etanolu na kyselinu octovou a další organické kyseliny. 

Jedním z hlavních druhů v rámci octových bakterií je Komagataeibacter xylinus, který hraje 

důležitou roli při syntéze celulózového biofilmu. [2] [3] 

Vědci během výzkumu [78] zjistili, že během celého fermentačního procesu tvoří 

bakterie rodu Gluconacetobacter většinu celkové bakteriální populace. Naopak podíl 

Acetobacter postupně klesal s dobou fermentace.  

Mezi konkrétní druhy octových bakterií, které mohou být izolovány z kombuchy kromě 

výše uvedeného Komagataeibacter xylinus, patří: 

• Acetobacter xylinus, 

• A. pasteurianus, 

• A. aceti, 

• Gluconobacter oxydans. [47] 

 

Bakterie mléčného kvašení 

Kromě octových bakterií se v tomto fermentovaném nápoji mohou vyskytovat i bakterie 

mléčného kvašení (BMK). Do této skupiny patří například rody Lactobacillus 

a Leuconostoc. [47] 

BMK přeměňují glukózu na kyselinu mléčnou pomocí Embden-Meyerhof-Parnasovy 

dráhy. Dalšími metabolickými produkty kromě kyseliny mléčné jsou etanol a oxid uhličitý, 

které vznikají pentózafosfátovou drahou. Některé druhy BMK mohou syntetizovat kyselinu 

glukuronovou, která má antioxidační, detoxikační, a hlavně antimikrobiální účinky. [3]  

Jak již bylo zmíněno v kapitole o pozitivních účincích kombuchy (1.3.1), různými 

druhy bakterií mléčného kvašení jsou produkované antimikrobiální látky – bakteriociny. 

Tyto látky například poškozují membránu patogenů a mohou způsobit selhání rovnováhy 

intracelulárního pH buňky. [19]  

Kmeny Pediococcus pentosaceus a Pediococcus acidiliactici izolované z kombuchy, 

prokázaly výrazné antimikrobiální účinky. Byly účinné proti celé řadě patogenních 

mikroorganizmů, včetně Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Bacillus cereus, 

Proteus hauseri a Staphylococcus aureus. Kromě bakterií vykazovaly tyto kmeny inhibiční 
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aktivitu také vůči potravinovým plísním, jako jsou Penicillium expansum 

a Penicillium digitatum. [79] 

3.2.2 Kvasinky 

Kvasinky v kombuše jsou obvykle tvořeny osmofilními druhy, které jsou schopny růstu 

v prostředí s vyšším osmotickým tlakem, např. díky vysokému obsahu cukru.  

V kombuše bylo identifikováno široké spektrum rodů i druhů kvasinek: 

• Starmerella sp., 

• Galiellea rufa,  

• Hanseniaspora sp., 

• Zygosaccharomyces microellipsoides, [80] [81] 

• Candida, 

• Torulaspora,  

• Pichia,  

• Lachancea a další. [47] 

Během studie [82] prokázali, že v kombuchovém čaji převládal výskyt kvasinek rodu 

Zygosaccharomyces. Nicméně při jiném výzkumu [83] vypozorovali, že dominantním 

rodem byl rod Candida. Po sedmi dnech fermentace se však množství Candida sp. výrazně 

snížilo a více se vyskytovaly kvasinky Lachancea sp. [46] 

Kvasinky se podílejí především na přeměně cukrů na alkohol a další metabolity, které 

poté využívají výše zmíněné bakterie (3.2.1) k produkci organických kyselin. 

Mnoho procesů alkoholové fermentace je zahájeno často osmotolerantními kvasinkami 

druhu Saccharomyces cerevisiae, Zygosaccharomyces spp., nebo Torulaspora delbrueckii. 

[2] [47] 

3.3 Mikrobiota jiných kvašených nealkoholických nápojů 

Kromě kombuchy existuje mnoho dalších nealkoholických fermentovaných nápojů 

vyráběných přirozenou fermentací (viz teoretická část práce). Jedním z příkladů nápoje je 

vodní kefír.  
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Mikrobiální složení zrn vodního kefíru se skládá především z mléčných bakterií, 

mezi které patří zástupci rodů Lactococcus, Leuconostoc a dále obsahuje i bakterie rodu 

Lacticaseibacillus, kvasinky Kluyveromyces a Saccharomyces a také určité druhy octových 

bakterií. Přestože mléčné bakterie, jako Lacticaseibacillus a Leuconostoc sp., 

lze příležitostně nalézt i v nápoji kombucha, nejsou tam tak dominantní jako v kefíru. 

Celkově lze říci, že kombucha je bohatší na octové bakterie, zatímco vodní kefír obsahuje 

větší množství mléčných bakterií. [18]  
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4 FAKTORY OVLIVŇUJÍCÍ MIKROBIOTU KOMBUCHY 

4.1 Faktory ovlivňující mikrobiotu a fermentaci kombuchy 

Všechny mikroorganizmy přítomné v kombuše se nacházejí jak v samotném fermentovaném 

čaji, tak v SCOBY biofilmu. [43] Jejich složení se však může lišit také podle regionu. [48] 

Nicméně mezi nejčastější faktory ovlivňující fermentaci a mikrobiotu kombuchy patří 

teplota, substrát, obsah kyslíku a pH prostředí. [3] Jakákoli úprava těchto podmínek může 

mít vliv na rychlost fermentace, výslednou chuť i vůni nápoje a také chemické složení. 

Různé druhy substrátů a množství cukru významně ovlivňuje složení i biologickou aktivitu 

finálního nápoje. [84]  

4.1.1 Doba fermentace a její vliv na výsledný nápoj 

Doba fermentace se obvykle pohybuje mezi 7 až 60 dny, přičemž vlastnosti nápoje se 

v průběhu procesu mění. Přestože delší fermentace může zvýšit antioxidační aktivitu, příliš 

dlouhá doba fermentace se nedoporučuje, protože vede k hromadění organických kyselin, 

které mohou dosáhnout úrovně nevhodné pro přímou konzumaci. Navíc se může oxid 

uhličitý hromadit mezi biofilmem a tekutinou, což omezuje přenos živin a vytváří prostředí 

s omezenými podmínkami pro růst mikroorganizmů. [47] 

Avšak volba doby fermentace se liší podle požadovaných senzorických vlastností. 

Obecně platí, že čím delší fermentace, tím více můžeme očekávat octovou chuť. Většinou 

se doporučuje fermentovat kombuchu maximálně po dobu 10 dnů, pokud je určena k lidské 

konzumaci. [47] [85] 

Během studie [86] se ukázalo, že vývoj mikrobiální populace byl různý v průběhu 

fermentačního procesu. Z počátku se vyskytovaly ve větší míře octové bakterie 

v celulózovém biofilmu než v kombuchovém čaji. Až po uplynutí 8 dnů fermentace se jejich 

počet postupně dorovnal. Počet kvasinek nebyl nijak znatelně ovlivňován průběhem a dobou 

fermentace. 

4.1.2 Vliv teploty na fermentaci a mikrobiální diverzitu 

Optimální teplota fermentace podporuje růst mikroorganizmů a enzymatickou aktivitu, což 

vede k lepší fermentaci a vyšším zdravotním přínosům nápoje. [47] Většinou se fermentace 

provádí při teplotě v rozmezí 20–30 °C, neboli přibližně při pokojové teplotě. [27] Zjistilo se, 

že teplota je klíčovým faktorem ovlivňujícím délku fermentace, přičemž nejvyšší 
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antioxidační aktivita byla dosažena v rozmezí 37–42 °C a byla i prokázána vyšší produkce 

organických kyselin a dalších metabolitů při vyšších teplotách vnějšího prostředí. [47] [87] 

Teplota během fermentace udává, které mikroorganizmy budou dominovat. To má 

především vliv na složení organických kyselin v nápoji. [88] 

Podle studie [89] bakterie rodu Gluconacetobacter byly přítomny ve všech fázích 

fermentačního procesu bez ohledu na teplotní podmínky. Vyšší teploty však podpořily růst 

méně zastoupených bakteriálních druhů, které jsou často spojovány s kontaminanty 

z prostředí – Acinetobacter, Propionibacterium anebo také bakterie mléčného kvašení 

(Lacticaseibacillus a další BMK). [46] 

4.1.3 Vliv pH na fermentaci 

Hodnota pH je jedním z klíčových faktorů ovlivňujících fermentační proces kombuchy. 

Některé kyseliny, jako jsou kyselina octová a glukonová, které vznikají během fermentace 

často mají vliv na výsledné biologické vlastnosti nápoje. Růst mikroorganizmů je rovněž 

ovlivňován pH prostředím, tak jako změny ve struktuře fytochemických sloučenin. 

To může mít vliv i na antioxidační aktivitu. [90] Nejnižší doporučená hodnota pH by neměla 

klesnout pod 3, neboť to odpovídá přirozené kyselosti lidského trávicího traktu. [47] 

4.1.4 Vliv použitého substrátu na mikrobiotu nápoje 

Jedním z hlavních faktorů je mimo jiné také použitý substrát. Pro výrobu kombuchy 

se nejčastěji používají čajové nálevy, a to konkrétně z černého a zeleného čaje. Jak již bylo 

zmíněno v části o substrátech pro výrobu kombuchového nápoje, kromě tradičních čajových 

substrátů je možné použít i jiné alternativní zdroje (2.1.2). [27]  

Například během výzkumu [36] srovnávali fermentační proces a výsledné složení 

kombuch z černého, zeleného i rooibos čaje. Zjistili, že nejhojněji se vyskytoval druh 

mikroorganizmu Komagataeibacter intermedius v nápojích z černého a zeleného čaje. 

Z kombuch vyrobených z rooibos nálevu převažovaly izoláty Gluconacetobacter entanii.  

4.1.5 Vliv dalších podmínek na fermentaci a mikrobiotu kombuchy  

Velký vliv na výsledný nápoj má velikost a tloušťka biofilmu. Tloušťka SCOBY by měla 

být kolem 6 až 12 mm. Pokud je biofilm příliš tenký, zvyšuje se riziko kontaminace. 

V opačném případě, když je biofilm příliš silný, může bránit přístupu kyslíku potřebného 

pro fermentaci. [12]  
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Dalším faktorem jsou vzájemné interakce mezi mikroorganizmy, díky kterým dochází 

k fermentaci. Bakterie a kvasinky spolupracují a vzájemně si poskytují substráty pro jejich 

metabolismus. Kvasinky produkují etanol, který pak využívají octové bakterie k tvorbě 

organických kyselin, především kyseliny octové, a celulózového biofilmu. [46] 

V jedné studii z roku 2017 [91] bylo zjištěno, že zelený čaj umožňoval růst a množení 

bakterií druhu Oenococcus oeni. Tento bakteriální druh však chyběl u varianty s černým 

čajem. 
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  PRAKTICKÁ ČÁST 
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5 CÍL PRÁCE 

Cílem mé diplomové práce v rámci praktické části bylo vyrobit nápoje kombucha a následně 

z nich izolovat vybrané mikroorganizmy a poté je identifikovat.  

Dalším cílem bylo zkoumání vlivu vybraných faktorů (doba fermentace, druh čajového 

substrátu) na tyto mikroorganizmy, které mohou přispět k lepšímu pochopení mikrobiálního 

složení a dynamiky kombuchy. Následně bylo třeba získané výsledky vyhodnotit 

a analyzovat s cílem jejich interpretace a diskuze. Na základě provedených experimentů poté 

formulovat závěry práce. 
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6 MATERIÁL 

6.1 Pracovní pomůcky a přístroje 

• Fermentační skleněné nádoby (zavařovací sklenice) – objem 3 l, 

• Eddy Jet – automatický Spiral Plater, 

• Petriho misky s živnou půdou, fyziologický roztok, 

• pipety, etanol pro sterilaci, 

• Biohazard box, 

• Vortex Mixer, 

• termostatická skříň (30 °C), 

• exikátor (pro kultivaci anaerobních mikroorganizmů), 

• spektrofotometr Tecan, 

• autokláv, a další. 

6.2 Kultivační půdy 

V rámci práce jsem se zaměřila na izolaci a identifikaci především octových bakterií 

a kvasinek. Také jsem testovala přítomnost probiotických kultur v kombuše. Pro selektivní 

kultivaci těchto vybraných skupin mikroorganizmů a následné jejich vyhodnocení jsem 

použila specifické kultivační půdy:  

• Acetobacter agar pro glukosa pozitivní druhy rodu Acetobacter, 

• CHYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar) pro izolaci kvasinek, 

• MRS (De Man–Rogosa–Sharpe) agar pro bakterie mléčného kvašení. 

6.2.1 Příprava vybraných živných médií 

Kultivační média byla připravena podle postupu na obalech nádob s konkrétní přípravnou 

směsí (Obrázek 8). Dané množství směsi bylo rozpuštěno v destilované vodě a následně 

sterilizováno v autoklávu při teplotě 121 °C po dobu 15 minut. Po částečném ochlazení byla 

připravená média nalita do sterilních Petriho misek (Obrázek 9). 
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Obrázek 8: Směs na přípravu agaru pro kvasinky a plísně 

 

 

Obrázek 9: Petriho misky s připravenými kultivačními pevnými půdami 

 

6.3 Analyzované vzorky kombuchy a suroviny pro jejich přípravu 

Počáteční násady pro produkci kombuchy jsem získala ze tří různých zdrojů – webových 

stránek:  

• Tvořivý svět [92], 

• Fermentárum [93], 

• Vital Country [94]. 
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K přípravě fermentovaného nápoje kombucha byly použity následující suroviny: 

• čaj – pravý zelený čaj čínský (Obrázek 10) a černý cejlonský čaj v sypané formě  

 

Obrázek 10: Použitý zelený sypaný čaj 

 

• sladidlo – bílý krystalický cukr, 

• voda – pitná voda, zahřátá na požadovanou teplotu. 

Množství jednotlivých surovin bylo stanoveno na základě doporučených poměrů pro 

přípravu kombuchy a uvedeno v tabulce níže (Tabulka 1). 

 

Tabulka 1: Množství použitých surovin 

Surovina  Množství na 1 litr vody 

sypaný čaj 6 g = 4 lžičky 

bílý cukr 80 g 
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7 METODIKA 

7.1 Příprava nápoje kombucha 

Kombuchy byly vyráběny v domácím prostředí. Při přípravě fermentovaného nápoje 

kombucha je důležité dodržovat správné technologické postupy, které zajistí optimální 

podmínky pro fermentaci a růst symbiotické kultury bakterií a kvasinek (SCOBY). 

Proces probíhá následovně:  

1) Příprava čaje 

• Nejprve bylo požadované množství vody přivedeno k varu. 

• Následně bylo do horké vody přidáno odpovídající množství černého čaje. 

Zelený čaj byl vložen do nevroucí vody o teplotě cca 80 °C. 

• Čaj byl extrahován po dobu 10 minut, čímž došlo k uvolnění aromatických 

a dalších složek. 

• Vylouhovaný čaj byl scezen přes sítko. 

2) Slazení čajového výluhu 

• Do scezeného čajového výluhu bylo přidáno potřebné množství cukru, 

který slouží jako substrát pro mikrobiální fermentaci. 

• Cukr bylo nutné pomocí míchání zcela rozpustit. 

3) Fermentace 

• Čaj bylo nutné nechat zchladit na teplotu kolem 40–50 °C, aby mohl být přidán 

ke kombuchové „houbě“ (SCOBY). 

• Pro fermentaci byly použity skleněné nádoby. Nádoba byla zakryta papírovým 

kuchyňským ubrouskem. Fermentace probíhala při pokojové teplotě a mimo 

sluneční záření po dobu 5 dnů (Obrázek 11). 

Po pěti dnech fermentace byly odebrány vzorky kombuchového nápoje 

k mikrobiologickému rozboru. Po této době byla také odebrána většina zfermentovaného 

nápoje a nahrazena nově připraveným oslazeným čajem. Ten sloužil jako čerstvý substrát 

pro další fermentační cyklus. Ihned po přidání nového slazeného čaje byly odebrány další 

vzorky, které sloužily k analýze změn mikrobiologického složení nápoje v časných fázích 

fermentace. 
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Při odebírání zfermentované tekutiny je důležité vždy ponechal její část pro další cykly. 

Tato zfermentovaná část z předchozí várky podporuje funkci SCOBY, slouží jako inokulum, 

neboť obsahuje živé kvasinky a bakterie v aktivním stavu, a navíc působí jako stabilizátor 

pH – díky kyselému prostředí se zpomaluje množení nežádoucích mikroorganizmů.  

 

Obrázek 11: Modelový vzorek kombuchy 

 

7.2 Izolace vybraných mikroorganizmů z kombuchy 

Pro izolaci byly vybrány následující rody mikroorganizmů – octové bakterie, mléčné tyčinky 

(probiotické bakterie) a kvasinky.  

Pro izolaci mikroorganizmů byly provedeny odběry vzorků kombuch vždy po 5 dnech 

fermentace a po přidání nového substrátu (slazeného čaje). Tyto odebrané vzorky sloužily 

jako výchozí suspenze. Suspenze byly následně podle potřeby naředěny metodou 

desetinásobného ředění. Připravené ředěné vzorky byly následně aplikovány na Petriho 

misky s vhodnými kultivačními půdami pomocí přístroje Spiral plater. Přístroj byl nastaven 

na log mode 50μl. Misky byly inkubovány za specifických podmínek dle typu cílových 

mikroorganizmů s cílem získat izolované kolonie. 

Kultivace kvasinek probíhala na půdě CHYGA při laboratorní (pokojové) teplotě 

po dobu 5 dnů. Pro izolaci bakterií mléčného kvašení (zejména mléčných tyčinek) bylo třeba 

kultivovat na MRS agaru v anaerobní atmosféře při teplotě 30 °C po dobu 2–3 dnů. 
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Pro izolaci octových bakterií byla nutná kultivace na Acetobacter agaru za aerobních 

podmínek při teplotě 30 °C po dobu 2 dnů. 

7.3 Identifikace vybraných kolonií 

Po úspěšné kultivaci a získání jednotlivých kolonií následoval výběr vhodných 

mikroorganizmů k identifikaci. V první fázi bylo nezbytné získat čisté kultury, a proto byly 

vybrané kolonie opakovaně přeočkovávány na čerstvé půdy.  

Pro zjištění typu mikroorganizmu a ověření čistoty bylo provedeno Gramovo barvení. 

Obarvení izolátů umožnilo rozlišit bakterie (grampozitivní a gramnegativní) a kvasinky. 

Na základě mikroskopické morfologie (tvar, velikost, typ buněk) a makroskopického 

vzhledu kolonií (barva, struktura, povrch, okraje) byly vybrány reprezentativní kolonie pro 

další analýzu. 

7.3.1 Izolace DNA 

Z vybraných čistých kultur byla následně provedena eluce DNA. K izolaci byl použit 

komerčně dostupný kit (DNeasy Blood & Tissue Kit) s pracovním postupem.  

1. Do zkumavky Eppendorf bylo napipetováno 200 μl pufru PBS, do kterého bylo 

pomocí sterilní kličkou naneseno dostatečné množství kultury za účelem vytvoření 

suspenze. 

2. Do každé zkumavky se suspenzí bylo přidáno 20 μl proteinázy K a následně i 200 μl 

pufru AL. Směs byla promíchána na vortexu a poté inkubována při 56 °C po dobu 

10 minut. Tato inkubace umožnila proteináze K proteolyticky narušit buněčné stěny, 

což umožnilo uvolnění DNA do extracelulárního prostoru. 

3. Po inkubaci bylo ke směsi přidáno 200 μl 96 % etanolu a opět následovalo 

promíchání na vortexu. 

4. Celý obsah zkumavky byl přenesen do DNeasy Mini spin kolony s filtrační 

membránou, která byla umístěna do sběrné nádobky. Vzorky byly centrifugovány 

při 10 000 ot. /min po dobu 1 minuty. 

5. Roztok, který protekl do sběrné zkumavky (s obsahem zbytkových nečistot), 

byl odstraněn. Kolona s filtrační membránou byla vložena do nové sběrné nádoby. 
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6. Za účelem odstranění zbylých nečistot a proteinových částic, bylo přidáno 500 µl 

promývacího pufru AW1, následovalo centrifugování po dobu 1 minuty. Průtok opět 

byl odstraněn a spin kolona přenesena do nové sběrné zkumavky. 

7. K druhému promytí bylo použito 500 µl pufru AW2, a poté byla kolona 

centrifugována po dobu 3 minut. Průtok byl opět odstraněn. 

8. Kolona byla přenesena do sterilní mikrocentrifugační Eppendorf zkumavky. 

Pro eluci DNA bylo použito 50 μl AE pufru předem zahřátého na 60 °C. Po přidání 

pufru následovala inkubace při laboratorní teplotě po dobu 5 minut. 

9. Následovalo finální centrifugování, během kterého došlo k získání eluátu s DNA, 

která byla zachycena ve spodní části zkumavky. 

Po extrakci byla u každého vzorku změřena koncentrace izolované DNA pomocí 

přístroje Tecan. Pro měření byly použity mikrodestičky (Obrázek 12), do jejichž 

jednotlivých jamek bylo naneseno 2 µl AE pufru (10 mM Tris-Cl, 0.5 mM EDTA, pH 9.0), 

který sloužil jako blank. Po změření blanku byly do jednotlivých jamek pipetovány vzorky 

DNA rovněž v objemu 2 µl. Následně byla změřena koncentrace pomocí vlnové délky 

260 nm a 280 nm.  

 

Obrázek 12: Destička k měření koncentrace DNA na přístroji Tecan 

 

7.3.2 PCR reakce 

Izolovanou DNA sloužila jako templát pro polymerázovou řetězcovou reakci (touch-down 

PCR). Cílem bylo amplifikovat úseky DNA pro následnou sekvenační analýzu.  

V první řadě bylo třeba připravit reakční směs, která obsahovala primery (forward 

a reverse), master mix a PCR vodu (nukleázově čistou). Pro bakterie a kvasinky byly použity 
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odlišné specifické páry primerů, které umožňují cílené pomnožení vybraných sekvencí. 

U bakterií byly použity primery forward FD1 (5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 

a reverse RD1 (5′-AAGGAGGTGATCCAGCC). [95] Pro kvasinky sloužily následující 

primery: NL1 (5′-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) jako forward [96] a LR6 jako 

reverse (5′-CGCCAGTTCTGCTTACC) [97]. 

Do jamky mikrotitrační destičky (Obrázek 13) bylo napipetováno vždy celkem 24 µl 

reakční směsi: 

• 0,5 µl forward primer, 

• 0,5 µl reverse primer, 

• 12,5 µl PCR master mix, 

• 10,5 µl PCR voda. 

Pro PCR reakci byl použit konkrétně VWR® Red Taq DNA Polymerase Master Mix. 

Tento mix je předem namíchaný roztok s potřebnými složkami pro PCR. Obvykle obsahuje 

dNTPs (deoxynukleotid trifosfát), enzym Taq polymerázu, MgCl2, stabilizátory a zesilovače 

reakce (enhancery) v reakčním pufru. [98] V tomto master mixu se vyskytuje 

optimalizovaný pufr: Tris-HCl (pH 8,5), (NH4)2 SO4 a 1 % Tween® 20. MgCl2 je nezbytný 

kofaktor pro aktivitu Taq polymerázy, koncentrace MgCl₂ ve směsi je obvykle 1,5 mM. 

Taq polymeráza je termostabilní enzym izolovaný z bakterie Thermus aquaticus, 

který katalyzuje syntézu DNA během PCR cyklů. 

Ke každé napipetované směsi bylo přidáno 1 µl izolované DNA. Jedna jamka zůstala 

bez přidané DNA a sloužila jako negativní kontrola reakce, která měla detekovat případnou 

kontaminaci. 

 

Obrázek 13: Mikrotitrační destička se směsí pro PCR s izolovanými vzorky DNA 
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PCR reakce byla provedena na příslušném termocykleru (BIO-RAD CFX96 Real-Time 

Systém, 1000 Touch) s programem optimalizovaným pro použité primery a podmínky 

reakce. Amplifikační reakce trvala přibližně dvě hodiny. 

 

Obrázek 14: Termocykler BIO-RAD pro polymerázovou řetězcovou reakci 

 

V první fázi byla spuštěna úvodní denaturace při teplotě 95 °C na 180 sekund. Ta zajistila 

rozvolnění dvoušroubovice DNA. Poté následovalo 10 cyklů těchto kroků: 

• denaturace při teplotě 95 °C po dobu 30 s, 

• nasedání primerů (annealing) při teplotě 62 °C po dobu 30 s, přičemž 

při každém cyklu se tato teplota snížila o 0,5 °C, 

• následovalo prodloužení (elongace) při 72 °C po dobu 90 s. 

Po těchto 10 cyklech následovalo 25 amplifikačních cyklů, které sestávaly z: 

• denaturace při 95 °C po dobu 30 s, 

• annealingu při 57 °C po dobu 30 s, 

• a elongace při 72 °C po dobu 90 s. 

Nakonec proběhla závěrečná elongace při stejné teplotě po dobu 10 minut. 
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Obrázek 15: Schéma nastavení jednotlivých kroků PCR programu 

 

7.3.3 Agarózová gelová elektroforéza 

Pro provedení elektroforézy bylo potřeba připravit gel. Na 250 ml pufru TAE (Tris-acetát-

EDTA) bylo naváženo 3,75 g agarózy (Obrázek 16). Směs byla rozpouštěna při záhřevu v 

mikrovlnné troubě. Po mírném zchlazení roztoku bylo přidáno 5 kapek barvy 

fluorescenčního barviva Red gel na zviditelnění frakcí v gelu. Roztok byl nanesen do formy 

s hřebínky, které po ztuhnutí gelu vytvořily jamky. 

 

Obrázek 16: Agarózová směs pro přípravu gelu na elektroforézu 
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Do jamek v gelu (Obrázek 17) byly naneseny po 5 µl PCR produkty jednotlivých vzorků 

a molekulární markery (100 bp DNA ladder), které slouží k určení délky fragmentů. Gelová 

elektroforéza probíhala přibližně 1 hodinu při 120 V. Výsledky byly pozorovány 

v transluminátoru pod UV světlem o vlnové délce 365 nm, čímž bylo možné ověřit 

přítomnost specifických amplikonů. 

 

Obrázek 17: Gel s nanesenými PCR vzorky (před elektroforézou) 

 

7.3.4 Purifikace DNA 

Amplifikovaná DNA byla následně podrobena purifikaci. Cílem purifikace je dočištění, 

odstraňují se zbytkové nečistoty (např. enzymy), které by mohly negativně ovlivnit 

sekvenaci. [99] 

Existuje celá řada metod purifikace DNA, v práci jsem používala konkrétně 

kit SPRIselect reagent využívající metodu na principu magnetické separace. Postup byl 

následovný: 

1. K 20 µl vzorku bylo přidáno 16 µl roztoku s magnetickými kuličkami. Magnetické 

kuličky mají schopnost se navázat na DNA.  

2. Celé množství bylo přeneseno do nové destičky, která byla vložena na magnet. 

Dojde k oddělení kuliček s navázanou DNA a supernatantu, který je třeba odstranit. 

3. Vzorky byly promývány 180 µl 85 % etanolu, aby došlo k odstranění zbylých 

kontaminantů. Po chvíli byl etanol odstraněn a jeho zbytky vysušit v 60 °C po dobu 

5 minut. 
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4. K finálnímu uvolnění DNA z kuliček bylo přidáno 20 µl PCR vody, která byla 

předem zahřátá na 60 °C. Směs bylo třeba promíchat. 

5. Výsledný supernatant s DNA byl uchován pro identifikaci. 

Vzorky byly odeslány k sekvenaci do specializované laboratoře SEQme. 

Výsledná sekvence DNA posloužila k finální identifikaci mikroorganizmů na základě 

porovnání s databázemi. Konkrétně byl používán program Nucleotide BLAST z databáze 

National Library of Medicine – National Center for Biotechnology Information 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).  

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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8 VÝSLEDKY A DISKUZE 

8.1 Izolace mikroorganizmů z kombuch 

Odběry vzorků kombuch byly prováděny 0. den (tj. po přidání nového slazeného čaje) 

a po 5 dnech fermentace (Obrázek 18). První kombuchy byly vyráběny z černého čaje, 

po 30 dnech byly "celulózové houby" fermentovány v nálevu ze zeleného čaje. 

 

Obrázek 18: Schéma frekvence odběrů vzorků 

 

Po příslušné kultivaci narostly na požadovaných pevných půdách kolonie s různými 

morfologickými vlastnostmi (Obrázek 19) – např. různým zbarvením, velikosti apod. 

 

Obrázek 19: Nárůst kolonií na Acetobacter agaru (vlevo) a CHYGA (vpravo) 

inokulovaných pomocí Spiral plateru 
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Obrázek 20: Nárůst kolonií na Acetobacter agaru – viditelné precipitační zóny 

 

Na agaru pro izolaci octových bakterií se vyskytovaly také kolonie s precipitační zónou 

(Obrázek 20). Některé bakterie rodu Acetobacter jsou schopny vytvářet zónu precipitace 

díky produkci extracelulárních polymerních látek anebo při reakci např. kyseliny octové 

s látkami obsaženými v médiu, jako jsou vápenaté soli. [100] 

8.1.1 Hodnocení nárůstu mikroorganizmů kombuch z černého čaje 

Počet narostlých kolonií byl odečten pomocí přístroje Sphere Flash, který umožňuje 

automaticky spočítat kolonie narostených mikroorganizmů. Zároveň byla také vyhodnocena 

hodnota CFU/ml (Colony Forming Units) a byly vypočteny příslušné průměry. CFU udává 

počet životaschopných mikroorganizmů ve vzorku, které jsou schopné vytvořit kolonii na 

živné půdě. Tyto zmíněné hodnoty jsou uvedeny v tabulce níže Tabulka 2). 

Vzorky byly odebrány vždy po 5 dnech fermentace (označení 1*) a poté v nultém dni 

fermentace (označení 2*), tj. po odebrání části zkvašeného nápoje a přidání nového 

substrátu. Vzorky byly odebírány z tekuté části kombuchy po dostatečném promíchání. 

Ještě je potřebné zmínit, že ve většině případů měl biofilm tloušťku kolem 2 cm. Výjimkou 

byly počáteční fáze násady získané z e-shopu Vital Country. Tento biofilm zesílil až po 

několika fermentačních cyklech. 
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Tabulka 2: Průměrné hodnoty CFU/ml u jednotlivých vzorků kombuch – černý čaj 

 CFU/ml 

Vzorek* CHYGA AA MRSA 

1F 1,98·106 2,80·105 3,97·105 

2F 1,16·106 1,08·105 1,48·105 

1TS 5,03·106 9,98·104 6,97·106 

2TS 1,25·106 1,43·103 1,14·106 

1VC 1,88·106 ND 1,86·106 

2VC 1,28·106 ND 3,30·105 

*F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country, 1 = po 5 dnech fermentace, 2 = nultý den 

fermentace, ND = nárůst nedetekován 

 

Z dostupných vypočtených hodnot CFU byly vypočteny průměry počtu mikroorganizmů 

vyrostených na jednotlivých půdách pro každý vzorek zvlášť. Průměry pro sadu vzorků 

z kombuch z černého čaje jsou uvedeny v Tabulka 2, přičemž nejvyšší průměrné hodnoty 

jsou v tabulce zvýrazněny. Na půdě CHYGA bylo v průměru nejvíce kolonií kultivováno ze 

vzorku 1TS*, byla vypočtena průměrné hodnota 5,03·106 CFU/ml. Z téhož vzorku bylo 

nejvíce izolovaných kolonií také na půdě MRSA. Byla získána nejvyšší hodnota CFU/ml, 

a to 6,97·106. Co se týče živné půdy AA, nejvíce izolátů bylo ze vzorku 1F* – 2,80·105 

CFU/ml.   

 

Obrázek 21: Počty mikroorganizmů vyrostené v kombuše z černého čaje – F* 
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Na Obrázek 21 výše jsou znázorněny výsledné počty kolonií vypočtené z průměrů CFU/ml, 

které byly získány ze vzorku kombuchy připraveného z černého čaje s biofilmem 

pocházejícím z e-shopu Fermentárum  [93], jak z odběrů na počátku fermentačního procesu, 

tak i po 5 dnech fermentace. 

Po 5 dnech fermentace byl zaznamenán nejvyšší počet kolonií na půdě CHYGA 

pro izolaci kvasinek. Celkově více mikroorganizmů bylo získáno u vzorků odebraných 

5. den fermentace. Je to zapříčiněno pravděpodobně tím, že v pátém dni dochází k aktivní 

fermentaci, kvasinky produkují etanol, které je následně zpracováván octovými bakteriemi 

a tvoří se kyselina octová a celulózový biofilm.  

Po vypočtených průměrech CFU/ml si lze všimnout, že nejvyšší hodnota byla 

pozorována na půdě CHYGA - 1,98·106 CFU/ml pro vzorek 1F*. Co se týče vzorku 2F* 

odebraného 0. den, tak nejvyšší počty kolonií byly zaznamenány také na půdě pro kvasinky, 

přičemž průměrná hodnota CFU/ml činila 1,16·106. Mikroorganizmy byly přítomny již 

od začátku fermentace, protože do každého nového fermentačního procesu byla přidána část 

zfermentovaného nálevu z předchozí várky. 

 

Obrázek 22: Počty mikroorganizmů vyrostené v kombuše z černého čaje – TS* 

 

V případě kombuchy pocházející ze internetového zdroje Tvořivý svět [92] byl nejvyšší 

nárůst zaznamenán na pevné půdě MRS u vzorku 1TS*, jak lze vidět z grafu (Obrázek 22). 

Nejvíce mikroorganizmů, konkrétně 6,97·10⁶ CFU/ml, bylo odečteno z tohoto agaru 

se vzorkem odebraným po fermentaci.  



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 61 

 

Na Petriho miskách s pevnou půdou AA byl zaznamenán nižší nárůst v porovnání 

s ostatními agary, přičemž hodnoty 1TS a 2TS se nejvíce lišily. 

 

Obrázek 23: Počty mikroorganizmů vyrostené v kombuše z černého čaje – VC* 

 

Na Obrázek 23 jsou uvedeny vypočtené hodnoty CFU/ml, přičemž jsou srovnány odběry 

nápojů 0. a 5. den fermentace. Celulózový biofilm pocházel ze zdroje Vital Country [94]. 

Největší nárůst mikroorganizmů se ukázal na půdě CHYGA. Na miskách s Acetobacter 

agarem s izoláty ze vzorku odebraného 0. den bylo zaznamenáno pouze několik málo 

kolonií, nicméně při zohlednění programu očkování pomocí Spiral plateru se počet CFU/ml 

pohyboval řádově v jednotkách tisíců. 

Tato absence růstu může být vysvětlena několika faktory souvisejícími s podmínkami 

fermentace a biologickými vlastnostmi octových bakterií. V prvé řadě mohl být použitý 

objem násady malý a fermentace během 5 dnů nestihla proběhnout – nálev zůstal stále 

sladký. Dá se tedy předpokládat, že fermentace nebyla dostatečně pokročilá, a tedy 

podmínky pro rozvoj octových bakterií nebyly vhodné. Pravděpodobně se nevytvořilo 

dostatek etanolu, který je potřebný pro aktivitu octových bakterií.  

Dalším odůvodněním, proč neproběhla fermentace může být to, že byla houba vložena 

do většího objemu připraveného čajového nálevu s cukrem. Mikroorganizmy nebyly 

dostatečně aktivní pro přeměnu většího množství substrátu.  

Při porovnání počtu izolovaných kolonií z grafu (Obrázek 23) bylo opět potvrzeno, 

že větší nárůst mikroorganizmů byl po kultivaci vzorků odebraných po 5 dnech fermentace. 

Z grafu navíc vyplývá, že více se lišily počty narostlých kolonií na půdě MRSA. 
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8.1.2 Hodnocení nárůstu mikroorganizmů kombuch ze zeleného čaje 

Vzorky kombuchy vyrobené z nálevu ze zeleného čaje byly odebírány za stejných podmínek 

jako u kombuch z černého čaje – 5. a 0. den fermentace. Označení vzorků je také totožné 

jako u izolátů kombuch z černého čaje – F*, TS*, a VC*. 

 

Tabulka 3: Průměrné hodnoty CFU/ml u jednotlivých vzorků kombuch – zelený čaj 

 CFU/ml 

Vzorek* CHYGA AA MRSA 

1F 2,68·106 2,69·106 3,01·106 

2F 5,51·105 5,65·104 2,80·105 

1TS 2,47·106 3,89·105 1,60·106 

2TS 7,58·105 8,51·104 4,40·106 

1VC 1,61·106 1,44·106 2,03·106 

2VC 2,73·105 ND 1,91·106 

*F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country, 1 = po 5 dnech fermentace, 2 = nultý den 

fermentace, ND = nárůst nedetekován 

 

V Tabulka 3 jsou uvedeny průměrné hodnoty CFU/ml spočítané pro dané vzorky 

kombuchových nápojů vyrobených z nálevu zeleného čaje. Největší nárůst kolonií byl 

pozorován na půdách pro kvasinky a pro octové bakterie konkrétně u vzorku 1F*. Jednalo 

se o téměř stejné hodnoty CFU/ml: 2,68·106 a 2,69·106. Na půdě MRSA byl zaznamenán 

nejvyšší nárůst mikroorganizmů 4,40·106 CFU/ml – izolované ze vzorku 2TS*. Současně 

je to i největší počet kolonií získaný ze všech vzorků se zeleným čajem. 

Celkově bylo více mikroorganizmů izolováno ze vzorků kombuchy ze zeleného čaje, 

pravděpodobně to je zapříčiněno tím, že všechny biofilmy byly silnější, tudíž bylo nejspíš 

přítomno více aktivních mikroorganizmů. Jak bylo psáno na začátku této kapitoly (8.1), 

první probíhala výroba kombuch a fermentace v nálevu z černého čaje, až poté ze zeleného 

čaje. 
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Obrázek 24: Počty mikroorganizmů vyrostené v kombuše ze zeleného čaje – F* 

 

V grafu na Obrázek 24 jsou vyznačeny vypočtené průměrné hodnoty počtu narostených 

mikroorganizmů (vyjádřené jako log CFU/ml) získaných z kombuchy vyrobené ze zeleného 

čaje. Původní násada pochází ze zdroje F*. 

U analyzovaného vzorku 1F* si lze všimnout, že na všech 3 půdách byl nárůst podobný, 

zatímco vzorek 2F* ukazuje odlišné hodnoty, jak lze vyčíst z přiloženého grafu. U vzorku 

2F* byl největší nárůst mikroorganizmů pozorován na půdě CHYGA s nejvyšší hodnotou 

5,51·105 CFU/ml. Při srovnání se vzorkem 1F* bylo zaznamenáno méně izolátů, neboť 

neprošel procesem fermentace (byl odebrán 0. den).  

 

Obrázek 25: Počty mikroorganizmů vyrostené v kombuše ze zeleného čaje – TS* 
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Obrázek 25 znázorňuje výsledky z analýzy počtu mikroorganizmů ve vzorku kombuchy 

původem z Tvořivého světa, připravené ze zeleného čaje. Na půdách CHYGA a AA 

převyšoval dle očekávání počet narostlých kolonií ze vzorku odebraného 5. den fermentace 

počet mikroorganizmů v odběru 0. den. Nicméně na půdě MRSA tomu bylo naopak a vyšší 

počet narostených kolonií bylo zjištěn ve vzorku 2TS*, který byl odebrán ještě před 

počátkem fermentačního procesu. Vyšší počet mikroorganizmů může být vysvětlen tak, 

že při nanášení na půdy pomocí Spiral plateru mohlo dojít například ke kontaminaci.  

 

Obrázek 26: Počty mikroorganizmů vyrostené v kombuše ze zeleného čaje – VC* 

 

Poslední analyzovaný vzorek byl získán z webové stránky Vital Country. Na Obrázek 26 

je uveden graf, v němž jsou znázorněny počty izolovaných kolonií na jednotlivých půdách. 

Byly srovnávány odběry před a po fermentaci (1VC* a 2VC*). 

Průměrné množství narostených kolonií izolovaných ze vzorku 1VC* byl na všech 

půdách poměrně srovnatelný. Ve vzorku 2VC* se počet izolovaných mikroorganizmů lišil 

v závislosti na použitém živném agaru. Nejvíce izolátů bylo získáno na půdě MRSA. 

Identifikace vybraných mikroorganizmů a její vyhodnocení. Oproti tomu na půdě pro octové 

bakterie nebyla nalezena žádná kolonie, tudíž nebylo možné vypočítat CFU/ml. 

Některé z narostlých kolonií byly vybrány pro další analýzu a byly přeočkovány na nové 

půdy pomocí křížového roztěru. Zvoleny byly kolonie o různých morfologických 

vlastnostech, např. zbarvení – některé měly růžové zbarvení, jiné byly bílé, velikost, 

konzistence apod.  
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Jak bylo psáno v metodické části 7.3 bylo nutné vícekrát tento proces zopakovat pro 

zajištění co nejvyšší čistoty kultury. Výsledkem křížového roztěru byl nárůst vybraných 

mikroorganizmů s cílem získání jednotlivých přečištěných kolonií (Obrázek 27 a Obrázek 

28). 

 

Obrázek 27: Vybrané izolované kmeny na půdě CHYGA 

 

 

Obrázek 28: Vybraný izolovaný kmen na Acetobacter agaru 

 

Pomocí Gramova barvení byla následně prokázána dostatečná čistota izolátů. Navíc díky 

obarvení a zmikroskopování bylo možné rozeznat, zda se jedná o bakterie nebo kvasinky. 

Na obrázcích níže můžeme vidět příklady přečištěné kultury gramnegativních tyčinek 

(Obrázek 29) a kvasinek (Obrázek 30), které byly pozorovány pod mikroskopem. 
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Obrázek 29: Gramnegativní tyčinky po obarvení pozorované mikroskopem 

 

 

Obrázek 30: Kvasinky pozorované mikroskopem 

 

Z izolovaných a přečištěných kolonií bylo vybráno celkem 47 mikroorganizmů pro další 

analýzu – izolaci DNA a její následnou sekvenaci. 22 izolátů pocházelo ze vzorků kombuch 

ze zeleného čaje a zbylých 25 izolátů bylo z kombuch připravených z nálevu černého čaje.  

V tabulkách níže (Tabulka 4 až Tabulka 6) jsou uvedeny izoláty kombuch z černého 

čaje vybrané k následné identifikaci. Jsou zde znázorněny konkrétní vzorky kombuchových 

nápojů a na jakých půdách byly kmeny izolovány. První kombuchy byly vyráběny z černého 

čaje a později ze zeleného. 
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Tabulka 4: Izoláty vybrané k identifikaci z kombuchy z černého čaje – zdroj Fermentárum 

Vzorek kombuchy* Půda Označení izolátu 

1F CHYGA C06 

2F CHYGA C07 

1F MRSA C09 

2F MRSA C13 

1F AA C17 

1F CHYGA C65 

1F AA C68 

2F CHYGA C72 

2F MRSA C78 

*F = zdroj Fermentárum, 1 = vzorky kombuch z 5. dne fermentace, 2 = vzorky z 0. dne fermentace 

 

V tabulce výše jsou vypsány izolované kmeny z kombuchy z černého čaje s původem 

ze zdroje Fermentárum. K další analýze bylo vybráno celkem 9 kmenů – 5 vzorků bylo 

izolováno z kombuchy po 5 dnech fermentace a 4 vzorky byly odebrány na počátku 

fermentačního procesu. V tabulce jsou uvedeny u každého vzorku také půda, na které byla 

kolonie kultivována. Z půdy CHYGA byly izolovány 4 kmeny, z půdy MRSA byly vybrány 

3 izolované kmeny a z půdy AA byly kultivovány a zvoleny 2 kmeny. 

Tabulka 5 ukazuje izoláty kombuch z černého čaje z Tvořivého světa. Vybráno bylo 

8 kmenů, z toho 4 izoláty jsou z fermentované kombuchy a 4 izolované kmeny jsou 

z počátku fermentace. Nejvíce vybraných izolátů bylo z půdy CHYGA, 2 kmeny byly 

kultivovány na agaru pro octové bakterie a poslední 2 kmeny jsou z půdy MRSA. 
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Tabulka 5: Izoláty vybrané k identifikaci z kombuchy z černého čaje – zdroj Tvořivý svět 

Vzorek kombuchy* Půda Označení izolátu 

1TS AA C19 

1TS CHYGA C20 

2TS CHYGA C25 

2TS AA C32 

1TS MRSA C47 

1TS CHYGA C49 

2TS CHYGA C57 

2TS MRSA C59 

*TS = Tvořivý svět, 1 = po 5 dnech fermentace, 2 = odběry z 0. dne fermentace 

 

V Tabulka 6 jsou uvedeny zbylé vybrané kmeny k následné analýze. Kmeny byly izolovány 

z kombuchy z černého čaje s původní násadou ze zdroje Vital Country.  

 

Tabulka 6: Izoláty vybrané k identifikaci z kombuchy z černého čaje – zdroj Vital Country 

Vzorek kombuchy* Půda Označení izolátu 

1VC CHYGA C14 

2VC CHYGA C33 

2VC CHYGA C34 

2VC AA C38 

2VC AA C40 

2VC AA C41 

1VC CHYGA C44 

1VC CHYGA C45 

*VC = Vital Country, 1 = 5. den fermentace, 2 = 0. den fermentace 
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Ze vzorku 1VC byly izolovány, a tedy i vybrány pouze 3 kmeny, neboť násada byla zatím 

tenká a nárůst mikroorganizmů nebyl dostatečný. 5 kmenů bylo vybráno z půdy CHYGA 

a 3 kmeny z půdy Acetobacter agar.  

V tabulkách níže jsou zaznamenány izoláty z kombuch ze zeleného čaje, které byly 

vybrány pro další analýzu. V Tabulka 7 jsou uvedeny vzorky kombuch z nálevu zeleného 

čaje, přičemž původní houba byla z e-shopu Fermentárum. Tři kmeny pocházely z odběrů 

po 5 dnech fermentace a 5 izolátů bylo z odběrů hned po výměně nového substrátu. Nejvíce 

kmenů bylo kultivovaných na půdě CHYGA (2 kmeny 1F a 2 kmeny 2F). Z půdy AA byly 

vybrány 2 izoláty pro další analýzu. Z půdy MRSA byl vybrán po předchozím 

morfologickém vyhodnocení pouze 1 izolovaný kmen. 

 

Tabulka 7: Izoláty vybrané k identifikaci z kombuchy ze zeleného čaje – zdroj 

Fermentárum 

Vzorek kombuchy* Půda Označení izolátu 

1F CHYGA Z107 

1F CHYGA Z108 

1F MRSA Z113 

2F AA Z139 

2F AA Z141 

2F CHYGA Z142 

2F CHYGA Z143 

2F MRSA Z146 

*F = Fermentárum, 1 = 5. den fermentace, 2 = 0. den fermentace 

 

Tabulka 8 udává sedm vybraných kolonií izolovaných z kombuch ze zeleného čaje původem 

z Tvořivého světa. Čtyři kmeny byly izolovány z kombuchy po 5 dnech fermentace 

a 3 kmeny pocházely z kombuchy z počátku fermentace.  
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Tabulka 8: Izoláty vybrané k identifikaci z kombuchy ze zeleného čaje – zdroj Tvořivý 

svět 

Vzorek kombuchy* Půda Označení izolátu 

1TS AA Z80 

1TS CHYGA Z83 

1TS CHYGA Z84 

1TS MRSA Z89 

2TS AA Z115 

2TS CHYGA Z120 

2TS MRSA Z123 

* TS = Tvořivý svět, 1 = 5. den fermentace, 2 = 0. den fermentace 

 

Opět nejvíce mikroorganizmů bylo izolovaných na půdě CHYGA – 3 kmeny, jak lze vidět 

v tabulce 8. Z půdy pro octové bakterie byly vybrány pro analýzu 2 kmeny – jeden kmen 

z odběru po 5 dnech fermentace a jeden na počátku fermentačního procesu. To samé platí 

pro izoláty z MRSA. 

 

Tabulka 9: Izoláty vybrané k identifikaci z kombuchy ze zeleného čaje – zdroj Vital 

Country 

Vzorek kombuchy* Půda Označení izolátu 

1VC CHYGA Z95 

1VC CHYGA Z96 

1VC MRSA Z99 

2VC AA Z127 

2VC AA Z129 

2VC CHYGA Z131 

2VC MRSA Z134 

*VC = Vital Country, 1 = 5. den fermentace, 2 = 0. den fermentace 
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V tabulce 9 výše jsou uvedeny zbylé izoláty z kombuch ze zeleného čaje původem 

z Vital Country, které byly vybrány pro finální identifikaci. Tři kmeny byly izolované 

z kombuchy 5. den fermentace – 2 izoláty byly z půdy CHYGA a 1 z MRSA. Čtyři kmeny 

jsou vybrané izoláty z kombuchy se zeleným čajem, které byly odebrány na počátku 

fermentace po výměně nového substrátu.  

8.1.3 Výsledky izolace DNA 

Po extrakci DNA z vybraných vzorků, jejíž postup je podrobně popsán v metodické části 

této práce, byla spektrofotometricky změřena koncentrace izolované DNA pomocí přístroje 

Tecan. Přístroj následně automaticky detekoval absorbanci při 260 nm a přepočítal 

ji na koncentraci DNA. Zároveň bylo možné ověřit čistotu eluované DNA při absorbanci 

280 nm. Získané koncentrace a informace o čistotě byly programem zobrazeny v excelu.  

Na uvedeném Obrázek 31 je znázorněno vyhodnocení z měření koncentrace a čistoty 

na přístroji Tecan. Tyto změřené vzorky pocházejí z izolátů z kombuch z černého čaje. 

Jednotka ng/µl je pro změřenou koncentraci a ratio je čistota izolované DNA, tedy poměr 

absorbance 260/280 nm. 

 

Obrázek 31: Vyhodnocení změřené koncentrace a čistoty vybraných izolovaných DNA 

Legenda: A1 = C06, A2 = C09, B1 = C14, B2 = C17, C1 = C19, C2 = C20, D1 = C44, D2 = C45, E1 = C47, 

E2 = C49, F1 = C65, F2 = C68 
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Dle uvedených výsledků byl nejvíce koncentrovaný vzorek s číslem C47. Na druhou stranu 

nejmenší naměřená koncentrace byla u vzorku označeném C14. U všech vzorků se čistota 

pohybovala kolem 2,00, což ukazuje na dostatečnou kvalitu DNA pro následující PCR.   

8.1.4 Vyhodnocení PCR reakce a elektroforézy 

Pro potvrzení správně provedené PCR byla provedena elektroforéza. Níže je uveden 

Obrázek 32 z první elektroforézy, kdy byly použity primery pro bakterie (FD1 a RD1), 

u nichž byl očekáván produkt o velikosti přibližně 1500 bp (párů bází). Vzorky s méně 

výraznými frakcemi byly podrobeny i PCR s druhým párem primerů (tj. pro kvasinky), kde 

byla předpokládaná velikost amplikonu 3 400–5 000 bp. 

Do gelu byly nanášely pro ohraničení markery, které jsou vždy na okrajích řádku (X,Y). 

Pro kontrolu čistoty a správného provedení byla provedena negativní kontrola bez DNA 

obsahující stejný objem sterilní vody. Kontrola je označena na obrázku číslem 0. 

 

Obrázek 32: Vyhodnocení elektroforézy po PCR s primery FD1 a RD1 

Nanášené vzorky do jamek v gelu: X1 – C44, C20, C19, C17, C14, C09, C06, 0 (kontrolní vzorek), C45, C47, 

C49, C65, C68, C07, C13, C25 – Y1 ; X2 – C59, C57, C41, C40, C38, C34, C33, C32, C72, C78, Z80, Z83, 

Z84, Z89, Z95, Z96 – Y2 ; X3  – Z127, Z123, Z120, Z115, Z113, Z108, Z107, Z99, Z129, Z131, Z134, Z139, 

Z141, Z142, Z143, Z146 – Y3 

X1 Y1 0 

X2 Y2 

X3 Y3 
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Za účelem zajištění dostatečné čistoty vzorku byla provedena purifikace DNA. Přečištěné 

vzorky byly následně sekvenovány externí firmou. Od každého vzorku byly provedeny dvě 

sekvenace, jedna s primerem forward a druhá s primerem reverse. 

U některých sekvenovaných DNA se objevily nejednoznačné části, chyby, které bylo 

nutné ručně opravit pomocí programu DNA Baser Assembler. 

 

Obrázek 33: Oprava sekvence s primerem reverse – kmen C13 

 

Na Obrázek 33 je znázorněna část získané sekvence izolovaného kmene C13. Jedná se 

konkrétně o řetězec s primerem reverse RD1. Na obrázku lze vidět, že bázi na pozici 

1003 nebylo možné jasně určit, ani program ji nerozpoznal automaticky, tudíž bylo nutné 

opravit chybu v Assemleru ručně před samotným spojení řetězců reverse s forward. 

 

Obrázek 34: Vyhodnocení sekvenace kmene C13 pomocí programu nBLAST 

 

Na Obrázek 34 je vyhodnocení finální sekvence v programu nBLAST. Sekvence byla 

srovnávána s příslušnou databází a byla nalezena 100 % shoda se sekvencemi uloženými 

v databázi. Jelikož nebylo jasné, o který druh se jedná, tak byl kmen identifikován na rodové 

úrovni – Gluconobacter sp. 
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8.1.5 Identifikované mikroorganizmy 

Z celkových 47 mikroorganizmů odeslaných k sekvenaci DNA bylo možné identifikovat 

44 kmenů. Z tohoto počtu bylo 29 kmenů zařazených mezi kvasinky: 

• 10 kmenů Brettanomyces bruxellensis,  

• 9 kmenů náležících do rodu Zygosaccharomyces, 

• 3 kmeny Starmerella davenportii, 

• 4 kmeny Rhodotorula mucilaginosa, 

• 2 kmeny Saccharomyces cerevisisae, 

• 1 kmen Filobasidium wieringae. 

Zbylých 15 kmenů náleželo mezi bakterie: 

• 7 kmenů do rodu Gluconobacter sp., 

• 2 zástupci druhu Komagataeibacter rhateicus, 

• 1 izolát do rodu Micrococcus, 

• 2 zástupci do rodu stafylokoků – S. haemolyticus a S. pasteuri, 

• 1 kmen druhu Stenotrophomonas maltophilia, 

• 1 kmen Corynebacterium falsenii, 

• 1 kmen byl označen jako nekultivovaný bakteriální klon. 

Z celkových 47 vzorků DNA nebylo možné identifikovat 3 kmeny (Z108, Z141 

a Z115). Sekvence nebyly dostatečně čisté, tudíž je nebylo možné rozeznat ani programem 

BLAST. 

V následujících čtyřech tabulkách jsou uvedeny jednotlivé identifikované kmeny 

z konkrétních vzorků kombuch, jak z černého, tak i ze zeleného čaje a k nim i příslušná 

identifikační skóre. 
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Tabulka 10: Identifikované mikroorganizmy z kombuchy z černého čaje – odběry 5. den 

fermentace 

Označení kmene* Identifikovaný mikroorganizmus Identifikační % 

C06-F Zygosaccharomyces bailii 93,02 

C65-F Saccharomyces cerevisiae 96,34 

C09-F Gluconobacter oxydans 99,93 

C17-F Gluconobacter sp. 98,25 

C68-F Micrococcus sp. 91,72 

C14-VC Zygosaccharomyces bailii 96,37 

C44-VC Brettanomyces bruxellensis 99,88 

C45-VC Zygosaccharomyces kombuchaensis 98,28 

C47-TS Komagataeibacter rhateicus 99,75 

C49-TS Starmerella davenportii 100 

C19-TS Brettanomyces bruxellensis 99,88 

C20-TS Zygosaccharomyces bailii 93,08 

*F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country 

 

V tabulce 10 jsou vypsány identifikované mikroorganizmy ze vzorků kombuch z černého 

čaje, které byly odebrány po 5 dnech fermentace. Označení vzorku obsahuje také informaci, 

z jaké násady byla kombucha vytvořena. U každého mikroorganizmu je také uveden 

uvedeno skóre identifikace v % neboli procentuální shoda sekvenované DNA 

s mikroorganizmy v databázi. Jinými slovy se dá říct, že se jedná o % podobnosti sdílené se 

sekvencemi uloženými v databázi nBLAST. 

Z kombuchového nápoje z nálevu černého čaje bylo celkem izolováno a identifikováno 

12 mikrobiálních kmenů, z čehož 8 kmenů byly kvasinky a 4 kmeny bakterie (zvýrazněny 

oranžově).  
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Z kombuchy s nálevem černého čaje bylo 5 kmenů identifikováno ze zdroje 

Fermentárum (3 bakteriální a 2 kvasinkové kmeny). Čtyři izoláty byly z kombuchy původem 

ze zdroje Tvořivý svět (1 kmen bakterie, 3 kmeny kvasinek) a z násady Vital Country byly 

identifikovány 3 kmeny kvasinek.  

Identifikační skóre s hodnotou vyšší než 99 % může být považována za jednoznačnou 

identifikaci. V tabulce jsou tyto hodnoty vyznačeny tučně. Při nižším procentu identifikace 

je možné, že izolované kmeny mikroorganizmů nebyly dostatečně čisté, výsledky sekvenace 

obsahovaly nepřesnosti, což vyžadovalo dodatečné úpravy. Se 100 % byla přesná 

identifikace kmene C49 a jednalo se o kvasinku Starmerella davenportii. Naopak s nejnižší 

přesností byl identifikován kmen s označením C68, který patří mezi bakterie 

a s identifikačním skóre 91,7 % byl zařazen do rodu Micrococcus.  

Starmerella davenportii je méně známý, ale významný druh kvasinky, který byl 

identifikován v několika studiích zabývajících se mikrobiální diverzitou kombuchy. 

Výsledky některých výzkumů ukázaly, že má tento druh potenciál při tvorbě aroma 

a zároveň přispívá k unikátní chuti fermentovaného nápoje. Navíc některé kmeny tohoto 

rodu byly zkoumány pro své probiotické vlastnosti, včetně schopnosti přežít 

v gastrointestinálním traktu a potenciálně přispívat k zdraví střevního mikrobiomu. [101] 

Ve vzorku kombuchy z černého čaje, který byl odebrán po 5 dnech fermentace byly 

nalezeny mikroorganizmy, které se běžně vyskytují v kombuchovém nápoji. [46] [77] Avšak 

výjimkou je rod Micrococcus. Tento rod není typickou součástí mikrobiálního společenství 

SCOBY. Jedná se spíše o kontaminant z vnějšího prostředí. Jeho přítomnost může být 

důsledkem nedostatečné hygieny během přípravy nebo fermentace.  

V případě izolátů z kombuchy z černého čaje odebrané 0. den (Tabulka 11) byly 

identifikované mikroorganizmy různorodější v porovnání s izoláty z prvního odběru 

(Tabulka 10). Dokonce více kmenů bylo dle veřejně dostupné databáze identifikováno 

se skóre vyšším než 99 %. Izolováno bylo 13 kmenů, z toho 5 řadíme mezi bakterie, 8 kmenů 

bylo identifikováno jako kvasinky.  

Nejvíce identifikovaných kmenů bylo z kombuchy ze zdroje Vital country. 

Další 4 kmeny byly z kombuchy s houbou z Tvořivého světa a zbylé 4 kmeny pocházely 

z kombuchy ze zdroje Fermentárum. 
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Tabulka 11: Identifikované mikroorganizmy z kombuchy z černého čaje – odběry 0. den 

fermentace 

Označení kmene* Identifikovaný mikroorganizmus Identifikační % 

C07-F Zygosaccharomyces rouxii 97,15 

C72-F Filobasidium wieringae 100 

C78-F Brettanomyces bruxellensis 100 

C13-F Gluconobacter sp. 100 

C25-TS Starmerella davenportii 99,80 

C32-TS Brettanomyces bruxellensis 100 

C57-TS Zygosaccharomyces bailii 98,66 

C59-TS Komagataeibacter rhateicus 99,84 

C38-VC Staphylococcus haemolyticus 99,84 

C40-VC Stenotrophomonas maltophilia 99,77 

C41-VC Staphylococcus pasteuri 97,51 

C33-VC Zygosaccharomyces kombuchaensis 98,53 

C34-VC Rhodotorula mucilaginosa 99,89 

*F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country 

 

Se 100% přesností byl identifikován kmen označen C13, který byl zařazen do rodu 

Gluconobacter. Další identifikovanou bakterií byl Komagataeibacter rhateicus, 

s podobností sekvence 99,84 %. Většinou se jedná o dominující bakterie podílející se 

na fermentaci kombuchy. [46] 

Ze vzorku odebraného hned po výměně nového substrátu byly kromě běžné 

kombuchové mikrobioty izolovány také bakterie, které často nejsou schopny přežívat kyselé 

prostředí. Například byly identifikovány některé druhy rodu Staphylococcus. Tyto bakterie 

by se neměly vyskytovat v kombuše, neboť se jedná o kvašený nápoj, který obsahuje 

kyselinu octovou a další organické látky. Díky těmto látkách má antimikrobiální vlastnosti 

a patogeny se v ní zpravidla dlouho neudrží. Jak je uvedeno v publikaci o bakteriálních 

patogenech ve fermentovaných čajích [102], kontaminace může nastat v počátečních fázích 
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fermentace, než dojde k dostatečnému snížení pH na úroveň pro inhibici patogenů. Jelikož 

byl odběr vzorku prováděn na počátku fermentace, je výskyt těchto mikroorganizmů 

teoreticky možný. Navíc konkrétně Staphylococcus pasteuri, izolát C41, je běžně se 

vyskytující druh stafylokoka, např. v půdě, vodě, potravinách, nebo může být součástí 

mikrobioty lidí a zvířat. [103]  

Kromě výše zmiňovaných byl izolován také bakteriální druh Stenotrophomonas 

maltophilia. Jedná se o oportunní patogen, gramnegativní aerobní tyčinky, vyskytuje se 

v půdě, vodě nebo v nemocničním prostředí a může být původcem infekcí. [104] Jeho výskyt 

v kombuše jako finálním produktu není žádoucí a výskyt naznačuje kontaminaci z prostředí, 

například ze surovin nebo nedostatečné hygieny během přípravy. 

I když nejsou známy výzkumy zabývající se přímo výskytem této bakterie v kombuše, 

některé studie se však zaměřily na antimikrobiální účinky bioaktivních látek obsažených 

v zeleném čaji, především epigallokatechin-3-galátu (EGCg). Jedna ze studií, publikovaná 

v časopise PLOS ONE, prokázala výraznou antibiotickou aktivitu EGCg vůči izolátům 

Stenotrophomonas maltophilia. [104]  

Dalším izolovaným mikroorganizmem byla kvasinka Rhodotorula mucilaginosa. 

Tento druh kvasinky se běžně vyskytuje v prostředí, díky obsahu karotenoidních pigmentů 

tvoří do růžova zbarvené kolonie. [105] Pro svůj růst potřebuje kyslík a není příliš limitovaná 

substrátem. V této práci byla izolována na všech třech půdách – CHYGA, AA i MRSA 

(Obr. 35). 

 

Obrázek 35: Rhodotorula mucilaginosa na živných půdách MRSA, AA a CHYGA 
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V rané fázi fermentace, ještě při vyšším pH kolem 5, neboli po přidání čerstvého oslazeného 

čaje, je prostředí příznivější pro růst různých druhů mikroorganizmů, včetně 

R. mucilaginosa. Jejich růst s klesajícím pH a také aktivitou jiných mikroorganizmů 

podílejících se na fermentaci bývá inhibován. Samozřejmě důsledná hygiena a čistota 

pracovních pomůcek, fermentačních nádob, je klíčová pro eliminaci kontaminantů. [105] 

Mezi dominující kvasinky, které byly v naší studii izolovány z kombuch z černého čaje 

patří Brettanomyces bruxellensis a zástupci rodu Zygosaccharomyces reprezentované druhy 

Z. bailii, Z. rouxii a Z. kombuchaensis. V rámci hodnocení kvasinkové složky mikrobioty 

byly v námi analyzovaných vzorcích kombuchy z černého čaje odebraných na počátku 

fermentace identifikovány 2 kmeny druhu B. bruxellensis a 3 kmeny rodu 

Zygosaccharomyces. Přítomnost těchto druhů je v souladu s výsledky z jiných studií [106], 

které poukazují na hojné zastoupení rodu Brettanomyces v prostředí fermentace kombuchy, 

a to především díky jejich schopnosti přežít v kyselém prostředí a při nízké dostupnosti živin. 

Druh B. bruxellensis je známý svými metabolickými schopnostmi produkovat kyselinu 

octovou a etanol, čímž významně ovlivňuje jak organoleptické vlastnosti nápoje, tak 

dynamiku mikrobiálních interakcí. Kmeny Zygosaccharomyces sp. jsou také schopny 

adaptovat se na kyselé prostředí a je tolerantní k obsahu etanolu. Díky těmto vlastnostem 

jsou schopny přežívat i v pozdějších fázích fermentace. [106] 

V počátečních fázích fermentačního procesu byl z kombuchy z černého čaje izolován 

také druh Filobasidium wieringae. Tento druh není běžně uváděn jako součást mikrobioty 

kombuchy [46], což naznačuje, že jeho výskyt může souviset s kontaminací z vnějšího 

prostředí. Možným zdrojem kontaminace může být pravděpodobně nedostatečná čistota 

nádoby nebo případně kontaminace čajových lístků během skladování. Jelikož jsem 

pracovala v domácích podmínkách, kde nebylo možné dokonale zajistit sterilní prostředí, 

je taková kontaminace možná. 

Vzhledem k tomu, že v počátečních fázích fermentace je dostupnost cukru vysoká 

a množství aktivních mikroorganizmů nízké, může F. wieringae dočasně kolonizovat 

fermentační prostředí. Později bývá konkurenčními mikroorganizmy, jako jsou 

Brettanomyces a Komagataeibacter, vytlačen,  [77] . Takže by jeho výskyt měl být pouze 

přechodný, než se začnou prosazovat mikroorganizmy, které se významněji podílejí 

na fermentaci kombuchového nápoje. 

V tabulkách níže (Tabulka 12 aTabulka 13) jsou uvedeny identifikované kmeny 

mikroorganizmů, které byly izolovány ze vzorků kombuch ze zeleného čaje.  
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V kombuchách odebraných po 5 dnech fermentace (Tabulka 12) pocházely 2 kmeny 

ze zdroje Fermentárum, 3 kmeny z Vital Country a z posledního zdroje bylo izolováno 

nejvíce kmenů, konkrétně 4 izoláty. 

 

Tabulka 12: Identifikované kmeny z kombuchy ze zeleného čaje – odběry po 5 dnech 

fermentace 

Označení kmene* Identifikovaný mikroorganizmus Identifikační % 

Z80-TS Gluconobacter sp. 99,84 

Z83-TS Gluconobacter sp. 99,76 

Z89-TS Gluconobacter oxydans 99,92 

Z84-TS Brettanomyces bruxellensis 100 

Z95-VC Zygosaccharomyces kombuchaensis 98,53 

Z96-VC Brettanomyces bruxellensis 100 

Z99-VC Brettanomyces bruxellensis 100 

Z107-F Brettanomyces bruxellensis 99,46 

Z113-F Saccharomyces cerevisiae 95,90 

*F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country 

 

Celkem bylo identifikováno 9 kmenů, z nichž byly 3 kmeny bakteriální a 6 kmenů kvasinek. 

Všechny bakterie patřily do rodu Gluconobacter. U kvasinek převažoval druh 

B. bruxellensis. Se 100 % přesností byla identifikována sekvence celkem 3 izolátů tohoto 

druhu. Dále byly izolovány druhy Z. kombuchaensis a Saccharomyces cerevisiae. Avšak 

tyto kmeny byly identifikovány s podobností sekvence nižší než 99 %. 

V odebraných vzorcích Z80-Z113 byly identifikovány všechny mikroorganizmy, 

které bývají běžnou součástí společenství kombuchy [46] [77]. 

V Tabulka 13 jsou uvedeny identifikované mikroorganizmy, které byly izolovány 

z kombuch ze zeleného čaje na počátku fermentace. Čtyři kmeny byly ze vzorku kombuchy 

Fermentárum, další 4 z Vital Country a pouze 2 kmeny byly izoláty původem ze zdroje 

Tvořivý svět. 
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Tabulka 13: Identifikované kmeny z kombuchy ze zeleného čaje – odběry 0. den 

fermentace 

Označení kmene* Identifikovaný mikroorganizmus Identifikační % 

Z120-TS Starmerella davenportii 100 

Z123-TS uncultured compost bacterium clone 99,45 

Z127-VC Corynebacterium falsenii 97,41 

Z129-VC Rhodotorula mucilaginosa 100 

Z131-VC Brettanomyces bruxellensis 100 

Z134-VC Zygosaccharomyces bailii 97,02 

Z139-F Gluconobacter sp. 99,76 

Z142-F Rhodotorula mucilaginosa 100 

Z143-F Brettanomyces bruxellensis 100 

Z146-F Rhodotorula mucilaginosa 100 

*F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country 

 

Identifikované druhy z těchto rozborů byly více rozmanité. U těchto odběrů bylo 

identifikováno nejvíce kmenů se 100 % shodou sekvence s kmeny uloženými v databázi. 

Mezi ně patřily 3 kmeny R. mucilaginosa, 2 kmeny B. bruxellensis a 1 kmen 

Starmerella davenportii. Naopak s nejmenšími identifikačními procenty byly rozpoznány 

2 izolované kmeny: bakteriální kmen Corynebacterium falsenii a kvasinka Z. bailii.  

V některých studiích zabývajícími se mikrobiologickým složením kombuchy [107] 

byly detekovány sekvence patřící do rodu Corynebacterium. Avšak nález tohoto druhu 

je neobvyklý. Jeho přítomnost může být důsledkem kontaminace z prostředí, surovin nebo 

vybavení používaného během přípravy nápoje. 

Mezi identifikovanými kmeny označenými Z120-Z146 náležely 3 do skupiny bakterií 

a zbylých 7 patřilo mezi kvasinky. Ze všech vzorků byl jeden kmen identifikován jako 

nekultivovatelná bakterie přiřazena neboli „uncultured compost bacterium clon“ – sekvence 

vykazovala shodu s nekultivovaným bakteriálním klonem pocházejícím z kompostu.  



82  UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 

 

Nicméně jak dokazují některé studie [108], v kombuše je běžný i výskyt mléčných 

tyčinek – laktobacilů a nově vytvořených rodů původem zařazených mezi laktobacily. 

Většinou jsou přítomny v nižších počtech na počátku fermentace a později, v průběhu času, 

může jejich populace vzrůstat. V analyzovaných vzorcích se však mezi vybranými 

mikroorganizmy nevyskytovaly žádné kmeny náležící mezi mléčné tyčinky. Pravděpodobně 

5 dnů nebyla dostatečně dlouhá doba pro jejich růst. Mléčné bakterie se spíše vyskytují 

a stávají se dominantnějšími až v pozdějších fázích fermentace, kdy se sníží dostatečně 

pH prostředí. [109] 

 

Obrázek 36: Zastoupení identifikovaných kmenů mikroorganizmů v kombuchách 

z černého čaje 

Legenda: F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country, 1 = odběr po 5 dnech fermentace, 

2 = odběr na počátku fermentace 

 

Na obrázku 36 je znázorněno grafické zastoupení všech identifikovaných mikroorganizmů 

v jednotlivých vzorcích kombuch z černého čaje. Z grafu lze vyčíst, že identifikované kmeny 

kvasinek rodu Zygosaccharomyces se vyskytovaly ve všech třech vzorcích kombuch. 

Dva kmeny tohoto rodu byly izolovány z analyzovaného vzorku 1VC. Mikroorganizmy 

Stenotrophomonas maltophilia, Rhodotorula mucilaginosa a 2 kmeny z rodu stafylokoků 

byly identifikovány pouze u vzorku 2VC. 

Celkově si lze všimnout, že mikrobiota se poměrně liší u jednotlivých vzorků. 

Výjimkou jsou vzorky 1TS a 2TS, jejichž mikrobiologické složení je dle rozborů velmi 

podobné a v průběhu fermentačního procesu došlo jen k minimálním změnám. 
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Obrázek 37: Zastoupení identifikovaných kmenů mikroorganizmů v kombuchách ze 

zeleného čaje 

Legenda: F = Fermentárum, TS = Tvořivý svět, VC = Vital Country, 1 = odběr po 5 dnech fermentace, 

2 = odběr na počátku fermentace 

 

Obrázek 37 představuje graf s identifikovaným počtem mikroorganizmů u konkrétních 

vzorků kombuch ze zeleného čaje. Jedním z hlavních rozdílů v porovnání s předchozím 

grafem je, že nejvíce kmenů bylo identifikovaných jako druh Brettanomyces bruxellensis. 

Ze vzorku 2TS byly vybrány k identifikaci pouze 2 kmeny, z nichž pouze 1 byl zařazen 

k druhu Starmerella davenportii a druhý kmen nebyl přesně identifikován. Nejvíce kmenů 

Gluconobacter sp. bylo identifikováno ze vzorku 1TS. Další mikroorganizmus se shodnou 

sekvencí také s rodem Gluconobacter byl izolován ze vzorku kombuchy 2F.  

Na Obrázek 38 je znázorněn graf všech identifikovaných kmenů kvasinek 

u jednotlivých odebraných vzorků kombuch. Osa y udává přesný počet identifikovaných 

kmenů od daných taxonů kvasinek. Při studii z roku 2021 [46] bylo na počátku 

fermentačního procesu izolováno více osmotolerantních kvasinek kvůli vyššímu obsahu 

cukru, např. Zygosaccharomyces sp., po octovém kvašení začínaly převažovat kmeny 

odolnější vůči kyselému prostředí, jako je Brettanomyces sp. Dle výsledků naší studie se toto 

tvrzení nepodařilo potvrdit, ani vyvrátit. Je možné, že v případě vyššího počtu 

identifikovaných kmenů by byly výsledky více jednoznačné. 
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Obrázek 38: Výskyt kvasinek v analyzovaných vzorcích kombuch  

Legenda: C = kombuchy z černého čaje, Z = kombuchy ze zeleného čaje, 1 = po 5 dnech fermentace, 

2 = po 0 dnech fermentace 

 

Z Obrázek 38 lze také vyčíst, že kvasinky B. bruxellensis a Zygosaccharomyces sp. byly 

identifikovány ve všech vzorcích kombuch. U odběrů C1, C2 a Z2 se vyskytovaly vždy 

po jednom kmenu izoláty druhu Starmerella davenportii. U vzorků kombuch odebraných 

0. den fermentace se vyskytly kmeny Rhodotorula mucilaginosa. Více kmenů tohoto druhu 

převažovalo však u vzorků ze zeleného čaje. Kvasinka S. cerevisiae byla identifikovaná 

pouze ze vzorků, které prošly procesem fermentace (C1 a Z1). 

Nejvíce rozmanitá kvasinková mikrobiota byla u odebraného vzorku C2. Z něj bylo 

identifikováno 5 různých druhů kvasinek. Naopak pouze 3 různé druhy byly identifikovány 

ze vzorku Z1, kde dominoval druh Brettanomyces bruxellensis. 
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Obrázek 39: Výskyt bakterií v analyzovaných vzorcích kombuch 

Legenda: C = kombuchy z černého čaje, Z = kombuchy ze zeleného čaje, 1 = po 5 dnech fermentace, 

2 = po 0 dnech fermentace 

 

Výše (Obrázek 39) jsou znázorněny počty identifikovaných kmenů bakterií u jednotlivých 

vzorků. Při srovnání je možné říci, že nejméně rozmanitou mikrobiotu vykazoval vzorek Z1, 

ze které byly izolovány a identifikovány pouze kmeny rodu Gluconobacter (3 kmeny). 

Ze vzorku kombuch z černého čaje odebraného po 5 dnech bylo detekováno více druhů. 

Kromě Gluconobacter sp. navíc Komagataeibacter rhateicus a 1 kmen rodu Micrococcus. 

Jak již bylo uvedeno na obrázcích výše (Obrázek 38 aObrázek 39), mikrobiota vzorku 

C2 byla nejvíce odlišná, neboť se skládala z více různých druhů mikroorganizmů. Celkově 

více rozmanité byly vzorky odebrané na počátku fermentačního procesu. Více druhů bylo 

tedy identifikováno ze vzorků z nápoje z černého čaje ještě před počátkem fermentace oproti 

nápoji ze zeleného čaje odebraného 0. den fermentace. Je to pravděpodobně zapříčiněno 

i tím, že zelený a černý čaj mají mírně odlišné chemické složení díky jiné technologické 

přípravě. Zelený čaj je bohatý především na katechiny, které se v černém čaji vyskytují 

zřídka díky zpracování listů oxidací. V černém čaji mají naopak převahu oxidační produkty 

teaflaviny a tearubiginy. [28] Tyto rozdíly mohou mít vliv kromě antimikrobiálního 

působení i na dostupnost živin, což následně ovlivňuje druhovou skladbu mikroorganizmů 

v nápoji. 
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Vyšší druhová rozmanitost mikroorganizmů ve vzorcích může být také ovlivněna 

přítomností kyseliny octové ve fermentované kombuše, která tak má větší antimikrobiální 

aktivitu a ovlivňuje tím i mikrobiologické složení. V prostředí s nízkým pH je schopné přežít 

jen omezené spektrum mikroorganizmů. [28] 

Zatímco během tohoto výzkumu převažovaly kmeny bakterií zařazených k rodu 

Gluconobacter, jiné studie [36] však poukazují na dominantní výskyt Komagataeibacter sp. 

u kombuch jak ze zeleného, tak i z černého čaje. Ve studii Kaashyap et al. [110] 

byl dominantním rodem Acetobacter. Zajímavým zjištěním v našem výzkumu byla absence 

identifikovaných kmenů rodu Acetobacter, přestože právě tyto bakterie jsou považovány za 

hlavní producenty kyseliny octové. [110] Nelze však vyloučit, že se kmeny tohoto rodu 

mohly nacházet mezi neidentifikovanými mikroorganizmy. 

Celkově bylo identifikováno omezené množství druhů octových bakterií. U rodu 

Komagataeibacter se jednalo pouze o druh K. rhaeticus. Dříve byl identifikován např. 

v ovocných šťávách. [83] Tento druh je charakteristický vysokou tolerancí k etanolu 

a kyselině octové, schopností produkovat kyselinu glukuronovou a intenzivní syntézou 

celulózy. [36] 

Kvasinkové populace se mezi jednotlivými studiemi výrazně liší [83] [111], 

což poukazuje na variabilní dominanci různých rodů v závislosti na konkrétních 

podmínkách výzkumu. Dominantní rody v naší studii jsou Brettanomyces 

a Zygosaccharomyces, které bývají typickou mikrobiotou kombuchy. [112] Rod 

Brettanomyces se lehce adaptuje na podmínky, které jsou limitující pro většinu 

mikroorganizmů, např. nízké pH, a kromě toho je často spojován s prostředím s vysokým 

obsahem etanolu. [113] 

V práci bylo celkově identifikováno více kvasinek než bakterií. Převaha izolovaných 

kvasinek oproti bakteriím může být vysvětlena hned několika faktory, které souvisí 

s podmínkami fermentace. Kvasinky obecně lépe tolerují kyselé prostředí, které se během 

fermentace vytváří v důsledku produkce organických kyselin. To může inhibovat růst 

některých bakteriálních druhů. [114] V neposlední řadě kvasinky vykazují vyšší adaptační 

schopnost na přítomnost fenolických sloučenin, které jsou běžně obsažené v čaji a některé 

bakterie mohou být negativně nimi ovlivňovány. Kvasinkové druhy v kombuše jsou obecně 

variabilnější než bakteriální, což také může zvýšit pravděpodobnost jejich izolace během 

laboratorního výzkumu. [111]  
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ZÁVĚR 

V diplomové práci jsem se zabývala problematikou vlivu vybraných faktorů na mikrobiotu 

kombuchy. Kombuchové nápoje byly připraveny ze tří různých komerčně dostupných násad 

(Fermentárum, Tvořivý svět a Vital Country), které byly fermentovány nejprve ve slazeném 

černém čaji a následně v zeleném čaji. Odběry vzorků byly provedeny vždy 0. a 5. den 

fermentačního procesu. Při výzkumu jsem se zaměřila na 3 hlavní skupiny mikroorganizmů, 

které jsou běžně izolovány z fermentovaných čajů (kombuch) – octové bakterie, mléčné 

bakterie a kvasinky. 

Ze získaných vzorků se podařilo izolovat zástupce octových bakterií a kvasinek, 

zatímco přítomnost mléčných bakterií se nepodařilo prokázat. Na základě morfologických 

znaků bylo k identifikaci vybráno celkem 47 reprezentativních kolonií. Z těchto izolátů byla 

nejprve izolována DNA, která byla následně amplifikována pomocí touch-down PCR a před 

samotnou sekvenací přečištěna purifikací. 

Ze vzorků bylo identifikováno 29 kmenů kvasinek a 15 bakteriálních kmenů. U zbylých 

3 kmenů nebyla sekvenace/identifikace úspěšná. Mezi kvasinkami se nejhojněji vyskytoval 

druh Brettanomyces bruxellensis. Z bakterií bylo nejvíce zástupců z rodu Gluconobacter. 

Více rozmanitá mikrobiota byla zjištěna u odběrů provedených na počátku 

fermentačního procesu po výměně nového substrátu (slazeného čaje). Bylo to 

pravděpodobně zapříčiněno tím, že ze začátku jsou příznivější podmínky pro růst většiny 

mikroorganizmů. S dobou fermentace klesá hodnota pH a prostředí se stává kyselejší díky 

tvorbě organických kyselin, především kyseliny octové. Ve vzorcích ze zeleného čaje 

převažoval výskyt kvasinek B. bruxellensis, zatímco ze vzorků kombuch z nálevu černého 

čaje bylo nejvíce izolováno zástupců kvasinek rodu Zygosaccharomyces.  

Z výsledků práce vyplývá, že nápoj kombucha nemá přesné mikrobiologické složení. 

Obecně se dá říct, že zastoupení mikroorganizmů ve fermentovaných čajích je proměnné 

v závislosti jak na čase fermentace a fyzikálních a chemických změnách v prostředí, tak i na 

použitém substrátu. 
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