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ABSTRAKT

Diplomova prace se zabyva problematikou vlivu vybranych faktori na mikrobiotu
kombuchy, jako je napiiklad doba fermentace anebo druh pouzité¢ho substratu. V mém
vyzkumu jsem se zaméfila konkrétné na tfi skupiny mikroorganizmii — kvasinky, octové
a mlécné bakterie. V prvni ¢asti je obecné charakterizovana kombucha, jeji chemické slozeni
a potencialni G¢inky na zdravi organizmu. Déle je popsan technologicky proces vyroby
kombuchového napoje a jaké dalsi fermentované nealkoholické napoje existuji. Treti ¢ast je
zaméfena na mikrobiologické slozeni kombuchy a jinych nealkoholickych népojt.

Poslednim tématem teoretické ¢asti je vliv riznych faktord na mikroorganizmy v kombuse.

Pfi samotném experimentu bylo zizolovanych mikroorganizmii vybrano 47 kment
k identifikaci. V prvé fad¢ byla izolovana DNA, kterd byla namnoZena pomoci reakce
PCR touch-down a pted sekvenaci jesté purifikovana. Vysledné sekvence byly srovnavany
s databazi NCBI (The National Center for Biotechnology Information; National Library
of Medicine) v programu nBLAST. 29 kmenl bylo identifikovano jako kvasinky
a 15 kmenti mélo shodu se sekvenci nckterych druhli bakterii. VétSina bakterii pattila
do celedi Acetobacteraceae. Mezi identifikovanymi vzorky se nevyskytoval ani jeden
ze skupiny mlécnych bakterii. Nejcastéji identifikovanymi izolaty kvasinek z analyzovanych

kombuch byly rody Brettanomyces a Zygosaccharomyces.

Klicova slova: kombucha, fermentace, identifikace, kvasinky, octové bakterie



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.

Keywords: kombucha, fermentation, identification, yeasts, acetic bacteria
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UvVOD

Kombucha je fermentovany nealkoholicky napoj ptivodem z Ciny. Napoj se vyrabi
ze slazeného Caje (nejcastéji cerného a zeleného). Tvorby fermentovaného Caje se ucastni
spolecenstvi bakterii a kvasinek (SCOBY). Kombucha se stala popularni diky potencidlnim
zdravotnim ucinkim. Pravdépodobné piispiva ke zdravi gastrointestindlniho traktu,
zmirnéni bolesti hlavy a snizeni hladiny cholesterolu. Mimo jiné pusobi jako antioxidant
diky pfitomnosti polyfenolickych latek. Nicméné tyto pozitivni uinky nejsou zatim

dostate¢né¢ védecky podlozené.

Hlavni problematikou této prace je zkoumani vlivu vybranych faktori (doba
fermentace, druh substratu) na mikrobiotu kombuchy, se zaméfenim na octové bakterie
a kvasinky. Faktory ovliviiujici mikrobiotu vysledného népoje jsou variabilni. Béhem
fermentaéniho procesu se meéni totiz chemické slozeni, které je zavislé i na pouzitém
substratu, na jeho mnozstvi a podminkach vnéjsiho prostredi (pf. teplota okoli).
S prodluzujici se dobou fermentace se zvySuje produkce organickych kyselin, pfedevS§im
kyseliny octové, a tim se snizuje pH napoje. Pro vétSinu mikroorganizm je kyselé prostiedi
limitujici a nejsou schopny riistu. Mezi béznou kombuchovou kulturu fadime kvasinky rodu
Brettanomyces,  Zygosaccharomyces, Torulaspora a bakterie Acetobacter sp.,

Komagataeibacter sp. a Gluconacetobacter sp.
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TEORETICKA CAST
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1 KOMBUCHA

Fermentované potraviny a néapoje piedstavuji vhodny modelovy systém pro studium
mikrobidlnich spolecenstvi a jejich vzajemnych interakci. Kombucha, ¢asto ozna¢ovana také
jako "kombuchovy caj" se v posledni dobé stava stale vice zkoumanym piikladem
fermentovaného népoje vznikajiciho v dusledku spoluprace komplexnich mikrobialnich

komunit. [1]

Kombucha si svoji popularitu ziskala svymi pravdépodobnymi pozitivnimi ucinky.
Prokézalo se naptiklad, ze je u¢inna pti 1écbé zaludecnich viedd, snizuje vysokou hladinu
cholesterolu anebo slouzi jako prevence proti rakoving. Navic u tohoto napoje je znamé,
Ze mé antioxidacni vlastnosti. [2] Jedna se o mirné€ kysely, Sumivy nealkoholicky napoj,
avSak mnozstvi alkoholu se miize liSit v zévislosti na typu fermentacniho procesu a délky
jeho trvani. Tvorby kombuchového Caje se ucastni jak kmeny bakterii, tak i1 kvasinek, které

pracuji v symbioze. [3]

Kombucha je zndma i pod dalS$imi nazvy, napt. ¢ajova houba se ji fikd v Indonésii

a Japonsku, Kargasok ¢aj v severni ¢asti Kamerunu anebo MandZzuskd houba v Cing. [3]

1.1 Puvod

Prvni zminky o tomto népoji sahaji az do doby kolem roku 200 pi.n.l. Poprvé byl napoj
uzivan v Asii, konkrétné v severovychodni Cing (Mandzusko), kdy byl vyrabén pro
tehdejSiho cisate. Véril, ze piti ¢aje ho udrzi déle mladého. Népoji se zacalo fikat "elixir
Zivota", nebo "¢aj nesmrtelnosti". Caj byl také oblibeny mezi bojovniky (samuraji), ktefi ho
pili kvili zvySeni energie a sily pted bitvami. [2] Pivod ndzvu je také spojovan s korejskym

doktorem Kombu. MéI za ukol pfinést tento zazra¢ny napoj japonskému cisafi. [4]

Béhem 1. svétové valky ji rusti rolnici pouzivali k pomoci poranénym vojakim.
Po vélce tento "zazraCny" ndpoj udajné pouzival némecky védec k 1éCbé pacientil
s rakovinou. AvSak béhem 2. svétové valky znacné poklesla vyroba, a tedy 1 uZivani

kombuchového ¢aje kviili nizs§i dostupnosti surovin. [4]

O nekolik let pozdé&ji Svycarsti védci zjistili, Ze konzumace kombuchy je prospésna pro
podporu riistu potiebnych bakterii ve stievech. Ackoli se jedna o napoj s dlouhou historii,
v posledni dobé se stava stale popularnejsim, zacal se Sifit po celém svété a na trh se dokonce

dostava v raznych ptichutich. [2] [5]
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1.2 Chemické sloZeni kombuchového caje

Kombucha je fermentovany népoj, ktery vznika fermentaci sladkého Caje za pfitomnosti
kvasinek a bakterii, které¢ spolupracuji na preménach cukrt a dalSich slozek. Vysledkem je
napoj s velmi komplexnim chemickym slozenim, jehoz slozky se vyvijeji a méni v zavislosti
na celé fadé¢ proménnych faktorti, jako jsou druh a koncentrace vstupnich surovin, zdroj

inokula, doba fermentace, teplota a rovnéz mikrobialni spolecenstvi.

Chemické slozeni kombuchy zahrnuje Sirokou Skalu bioaktivnich latek, jejichz
koncentrace je ptfimo ovlivnéna témito faktory. Mezi hlavni slozky patfi vitaminy, mineralni
latky, polyfenoly, organické kyseliny, aminokyseliny a biogenni aminy, které maji
vyznamné biologické u€inky. Kromé toho kombucha obsahuje i1 kofein a etanol. Porozuméni
témto slozkam je klicové pro pochopeni toho, jak kombucha ovliviiuje lidské zdravi, a také
pro optimalizaci technologickych postuptl pfi jeji vyrobé s cilem dosdhnout vyssi nutri¢ni

hodnoty a konzistence kone¢ného produktu. [3] [6]

1.2.1 Vitaminy

Vitaminy jsou pro spravné fungovani téla nezbytné, jelikoz se podileji na celé fadé
biochemickych a fyziologickych procest. Lidsky organizmus si je vSak nedokaze sam

vytvaret, a proto je nutné je ziskavat ze stravy. [7]

V kombuse byly detekovany ve vodé rozpustné vitaminy, zejména vitaminy skupiny B
(B1, B2, B6, B9 a B12) a vitamin C, ktery je zobrazen na Obrazek 1 (kyselina askorbova).
Tyto vitaminy hraji klicovou roli v imunitnim systému a energetickém metabolismu
organizmu. Vitaminy pfispivaji také k celkové nutricni hodnoté napoje a k jeho antioxida¢ni

ochrang. [3] [6]
OH

H
\\\\\\ ©

HO

HO 0]

Obrazek 1: Vitamin C — chemicky vzorec [5]
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1.2.2 Mineralni latky

Jedna se o anorganické zZiviny, které jsou sice potfebné pouze ve stopovém mnozstvi, ale pro

spravné fungovani organizmu jsou naprosto nezbytné. [5]

Mineralni slozeni kombuchy je rovnéz velmi rozmanité. Zakladnim zdrojem téchto
latek jsou Cajové listky, at’ jiz cerné¢ho ¢i zeleného Caje, jez obsahuji esencidlni kationty jako
draslik (K), hot¢ik (Mg), mangan (Mn), kobalt (Co), méd’ (Cu) a zelezo (Fe), a také anionty,
naptiklad fluorida (F). Tyto latky se uvolnuji pii ptiprave Caje, a pak béhem fermentac¢niho

procesu. Maji vyznamny vliv na metabolické funkce v lidském téle. [3]

Fermentace ma vliv na mnohé slozky kombuchy, napf. na pokles cukru, vznik etanolu
a kyseliny octové. Nicméné o tom, jak se béhem fermentace méni obsah iontti — konkrétné
tteba fluoridi — se zatim vi malo. Béhem vyzkumu zroku 2021 [8] se zaméfili prave
na sledovani fluoridu béhem fermentace. Analyzovany byly Ctyfi riizné druhy cajovych

Svwvr

z bilého ¢aje, zatimco nejvyssi byl zaznamenan u kombuchy ze zeleného Caje.

Je vsak trfeba upozornit, ze kromé téchto prospéSnych prvkli mize byt v kombuse
pfitomno 1 malé mnozstvi toxickych kovi. Je nutné kontrolovat kvalitu surovin a vyrobni

podminky, aby byla zachovéna kvalita i bezpec¢nost finalniho produktu. [3]

1.2.3 Polyfenoly

Polyfenoly ptedstavuji kli€ovou skupinu bioaktivnich sloucenin v caji, které zasadné
ovlivituji jeho organoleptické vlastnosti a pfispivaji ke zdravotnim uU€inklim napoje.
V cerstvych cajovych listech se tyto latky objevuji zejména jako flavonoidy — naptiklad
flavanoly, flavanol-galaty a flavanol-glykosidy. Diky své schopnosti neutralizovat volné
radikaly a regulovat bunécné enzymy se polyfenoly fadi mezi kliCové latky, které mohou
pomoci pii prevenci onemocnéni spojenych s oxidaénim stresem, napfiklad rakoviny,

kardiovaskularnich chorob nebo neurologickych poruch. [3]

Béhem fermentace Caje, zejména u vyroby ¢erného ¢aje, dochézi k oxidaci zdkladnich
zastupct polyfenoll — katechinti (Obrazek 2). Pii oxidaci se tvoii komplexnéjsi slouceniny,
napiiklad theaflavinl, thearubigini a dalSich derivatd. Tento transformacéni proces
zpisobuje pokles ptivodniho obsahu katechinii az o 85 %. Vysledkem je tmavsi barva

finalniho népoje a upraveny chutovy profil, kdy se vyrazné€ snizuje hotkost.
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V zeleném caji ziistavaji katechiny, jako je a-epigalokatechin-3-galat, a-epikatechin,
a-epigalokatechin, a-epikatechin-3-galat, a-galokatechin a (-katechin, zachovany
ve vysokych koncentracich, coz ptispiva k jejich hotké a sviravé chuti. [9]

OH

OH

Obrazek 2: Katechin — chemicky vzorec [10]

Polyfenoly také ovliviiuji aktivitu bunéénych receptori a enzymt, ¢imz posiluji obranné
mechanismy organizmu proti $kodlivym G¢inkiim reaktivnich kyslikovych radikali. Jejich
ptitomnost v ¢aji ovlivituje nejen organoleptické vlastnosti napoje, ale také vyrazné ptispiva
k prevenci a zmirnéni patologickych procesii spojenych s oxidacnim stresem. Tato
mnohostrannd funkce polyfenold zdiraziuje jejich zdsadni vyznam v chemickém slozeni
napoje a poukazuje na jejich Siroky potencial nejen v potravindistvi, ale i v prevenci

chronickych onemocnéni. [3]

1.2.4 Organické kyseliny

vvvvvv

octova, glukuronova, glukonova, mlé¢na, jablec¢na, citronova, vinna a listova kyselina. [3]

Octova kyselina dodava kombuse charakteristickou kyselou viini a chut’ pfipominajici
ocet. Jeji koncentrace se béhem fermentace postupné zvysuje, pficemz po 30 dnech dosahuje
maxima 11 g/l. Nasledné klesd na 8 g/l po 60 dnech, protoZe bakterie zafinaji octovou
kyselinu vyuzivat jako zdroj uhliku, jakmile se vycCerpaji zdsoby cukru a etanolu. [2] [5]

Obsah kyseliny mlécné je zavisly na druhu caje. Vice se vyskytuje v napojich
pfipravenych ze zeleného ¢aje nez z ¢erného. [2]

Glukuronova kyselina (Obrazek 3) vznika oxidaci glukdzy béhem fermentace a hraje

kli¢ovou roli v detoxikaci organizmu. Vaze se na toxické latky v jatrech a usnadiuje jejich

vylu€ovani ledvinami. Kromé toho je prekurzorem pii biosyntéze vitaminu C. [2]
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Obrazek 3: Glukuronova kyselina — chemicky vzorec [11]

1.2.5 Aminokyseliny a biogenni aminy

Kombucha obsahuje nékolik aminokyselin, které¢ jsou dulezité pro lidsky organizmus.
Béhem fermentace muze dochézet k jejich pfeméné na biogenni aminy prostfednictvim
mikrobidlni dekarboxylace. Né&které¢ z téchto aminli jsou nezbytné pro bunéény

metabolismus, zatimco jiné mohou byt v nadmérném mnozstvi skodlivé. [3] [6]

V pribéhu fermentace dochdzi také ke zméndm v obsahu bilkovin a enzymu
v kombuse. Bylo zjiSténo, Ze koncentrace proteinli se béhem prvnich 12 dni fermentace
postupné zvySuje a pohybuje se v rozmezi 0,1 az 3,0 mg/ml. Po tomto obdobi dochdzi
k jejich poklesu, coz je pravdépodobné zpisobeno snizovanim extraceluldrnich proteint

mikroorganizmy. [6]

Pfitomnost aminokyselin a biogennich aminil v kombuse je disledkem metabolickych
procest probihajicich bchem fermentace. Tento faktor podtrhuje vyznam fizeni

fermentacniho procesu, aby byla zachovana optimalni kvalita finalniho napoje. [3] [6]

1.2.6 Kofein

Kofein je pfirodni alkaloid ze skupiny xanthind, ktery se vyskytuje v rostlinach jako jsou
¢ajovnik, kdvovnik nebo kakaovnik. V rostlindich mé kofein obrannou funkci — piisobi jako
pesticid proti Skiidctim. Kofein je zndmy svymi povzbuzujici i€¢inky na centralni nervovou
soustavu primatl a ptispiva ke zvySeni energie organizmu. [12] V ¢ajovych listech tvori
kofein pfiblizné 3 % jejich hmotnosti, pficemz konkrétni mnoZstvi zavisi na zpisobu

péstovani a zpracovani. [9] Chemicky vzorec kofeinu je zndzornén na Obrazek 4.
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Obrazek 4: Kofein — chemicky vzorec [5]

Pii vyrob¢ kombuchy hraje kofein specifickou roli — slouzi jako zdroj dusiku, ktery je
nezbytny pro metabolické procesy a bunécnou obnovu mikroorganizmt zucastnujicich se
fermentace — kvasinek a bakterii. Kromé toho jim kofein poskytuje energetickou podporu,

diky niz mohou efektivné fermentovat cajovy nalev. [12]

1.2.7 Etanol
Etanol je vedlejSim produktem fermentace kvasinek a vyskytuje se tedy i1 v kombuse.
Tradicn€ vyrabéna kombucha obsahuje malé mnozstvi alkoholu. Bézn€ se pohybuje mezi
0,7 a 1,3 % a jeho koncentrace v pribéhu fermentace postupné naristd. Nejvyssi obsah
alkoholu je kolem 20. dne fermentace a poté nasleduje pozvolny pokles. [5]
1.3 U¢inky na zdravi organizmu
Konzumenti kombuchy z celého svéta tvrdi, Ze tento ¢aj ma mnoho pozitivnich u¢inki na
zdravi Cloveéka. Mezi nejcastéjsi potencialni u€inky patii:

e detoxikace krve,

e sniZeni hladiny cholesterolu 1 krevniho tlaku,

e redukce zanétl, zmirnéni ptiznaki revmatickych onemocnéni,

e podpora funkce jater, prevence a 1écba infekci mocovych cest,

e redukce hmotnosti, regulace chuti k jidlu,

e prevence proti diabetes mellitus 2. typu,

e ochrana proti rakoviné,

e prevence vypadavani vlasa,
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e zmirnéni bolesti hlavy,

e zlepseni zraku,

e sniZeni stresu a nespavosti,

e piisobeni proti stdrnuti organizmu a celkova podpora metabolismu. [6]

Predpoklada se, ze priznivé ucinky tohoto ndpoje mohou souviset s pritomnosti
probiotickych kultur a bioaktivnich latek, jako jsou polyfenoly, aminokyseliny, organické

kyseliny a vitaminy ve vod¢ rozpustné. [13]

Nicméné vétsina téchto ¢inkl byla zkoumana jen experimentalné na modelech. Vyse
uvedeny seznam ucinkll vychazi ze zkusenosti uzivatelll a z neoficidlnich studii. Védecké
dikazy ze studii na lidech zatim nejsou dostate¢né nebo potvrzuji tyto piinosy jen zfidka
a nejsou plné prokazatelné. [6]

Védci prokazali, ze kombucha ma pfedevsim tyto biologické aktivity: antimikrobialni,

-----

K ovéteni zdravotnich benefiti kombuchy bylo provedeno nékolik studii in vivo
(na zvitatech) ainvitro. [14] Vysledky téchto vyzkuml ukazuji Siroké spektrum
potencidlnich u¢inkti na zdravi, véetné gastroprotektivnich, antioxida¢nich, protinddorovych
a metabolickych uc¢inkt. Napftiklad gastroprotektivni ucinky byly sledovany na mysich
modelech se Zalude¢nimi viedy. B¢hem studie [15] byla kombucha pfipravena
z borlivkového nédpoje Vysledny fermentovany napoj vykazoval zvySeny obsah fenolickych
latek, tfislovin a antokyanl. Navzdory tomu vSak mél nizsi antioxida¢ni aktivitu. U ¢asti
zvitat se objevilo poSkozeni zaludec¢ni sliznice, a proto autofi studie doporucuji zkratit dobu
fermentace, coz by mohlo pfispét ke zvySeni antioxidacniho potencidlu a sniZeni kyselosti

napoje. [16]

1.3.1 Potencidlni zdravotni pfinosy kombuchy

Jak bylo zminéno v textu pfedchozi kapitoly, mezi zékladni potencidlni pozitivni G€inky
patii antimikrobidlni aktivita. Kombucha ma antimikrobialni G¢inky hlavné diky vysSimu
mnozstvi organickych kyselin, jako je naptiklad kyselina octova. [11] Kombucha obsahuje
kromé kyseliny octové 1 polyfenoly, které posiluji jeji antibakterialni Gi€inky. [17] Napftiklad
v zeleném Caji  zvlast€ dominuje epigalokatechingaldt, ktery kromé& prokézanych
antibakterialnich ucinka pfispiva i1 ke sniZzeni hladiny LDL (low density lipoprotein neboli

v ptekladu lipoprotein s nizkou hustotou cholesterolu) a podporuje posileni imunitniho
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systému. [12] AvSak antimikrobidlni aktivita kombuchy je déna pfedevS§im diky samotné
fermentaci. [18] Nékteré studie prokazaly, ze antimikrobialni vlastnosti jsou zptisobené také
vyskytem bakterii mlééného kvaSeni a jejich biologicky aktivnimi slozkami, jako jsou

bakteriociny. [19]

Védci zkoumali inhibi¢ni vlastnosti kombuchového Caje a byla zjiSténa ucinnost
na mnohé patogenni mikroorganizmy. [6] Tyto antimikrobialni vlastnosti ale nijak
neovliviiuji probiotické mikroorganizmy v kombuse. Podle nékterych studii ma tento napoj
antimikrobialni vliv naptiklad na Escherichia coli a Klebsiella pneumoniae, které patii mezi
gramnegativni bakterie ve tvaru tyCinek. Kombucha plisobi také proti ristu mnohych
grampozitivnich bakterii, mezi které¢ fadime koky Staphylococcus aureus nebo tyCinky

Listeria monocytogenes. [20]

Pro stanoveni antimikrobidlni aktivity se pouzivaji napiiklad difuzni testy s disky.
Antimikrobidlni vlastnosti se zjist'uji také pomoci minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC),
ktera viditeln€ inhibuje rist mikroorganizmu. Testy na MIC maji vyhody v tom, ze poskytuji

ptehled o tom, jak dand latka ovliviiuje riist bakterii v zavislosti na Case. [14] [21]

Antioxidacni aktivita kombuchy je zplisobena ptfedev§im ptitomnosti polyfenoli
a katechinti z Caje, kyseliny askorbové a kyseliny D-glukuronové (DSL). [6] Polyfenoly
tvori témét 15-35 % suSiny cajovych listi v zavislosti na typu caje pfiemZ mezi
nejvyznamngjSi patii epigalokatechin a epikatechin, jak uZ bylo zminéno v Casti
o polyfenolech 1.2.3. [22] Kombucha vykazuje silné antioxida¢ni vlastnosti, projevujici se
snizenim oxidace tukli a zabranuje fragmentaci DNA. [23] Navic odbornici zjistili,
ze antioxidacni aktivita kombuchy pfevySuje U€inky vitaminli C a E, coz naznacuje jeji
potencial pfi 1é€bé chronickych onemocnéni spojenych s oxida¢nim stresem, napiiklad
v prevenci poskozeni bunck, zanétlivych stavli, selhani imunitniho systému ¢i vzniku

nadorovych bun¢k. [22]

Kombucha byla zkoumana pro své mozné protirakovinné U¢inky spojené s obsahem
zminénych polyfenolil a jejich degradacnich produktl vznikajicich pii fermentaci. Tyto latky
mohou pusobit jako chemopreventivni slouceniny — ochrana organizmu pied nddorovymi
bunikami. Uz v roce 1951 védecké studie v Rusku naznacily, Ze ¢aj mé ochranny vliv proti
rakoving. [2] [3] Nekteré vyzkumy také ukézaly, ze kombucha pfipravend z Cerného cCaje
a saturejky ma silnéjsi antiproliferativni u€inky nez kombucha vyrobend pouze z ¢ern¢ho
caje. Tento efekt souvisi s blokovanim vzniku mutaci, se zpomalenim riistu nadorovych

bunek a také potlacenim Sifeni metastaz. [24]
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Na laboratornich zvifatech bylo také prokazano, ze kombucha ma i hepatoprotektivni
ucinky. Tento ucinek je pfisuzovan D-glukaro-1,4-laktonu, produkovanému bakteriemi

Gluconacetobacter sp., ktery podporuje detoxikacni procesy v jatrech. [25]

Kombucha je povazovana za probioticky napoj diky vyssimu obsahu zivych a aktivnich
mikroorganizmil — probiotickym bakteriim. Probiotika pfiznivé ovliviiuji sttevni mikrobiotu,
podporuji imunitni systém, syntézu vitamind a vstiebavani mineralii. Pravidelna konzumace
napoji s probiotickymi ucinky miize prispét ke snizeni celkového cholesterolu a slouzit jako

prevence sttevnich potizi. [5]

Fermentovany napoj kombucha vykazuje také protizdnétlivé a imunomodula¢ni
ucinky, které jsou spojovany s obsahem polyfenoli, organickych kyselin a antioxidanta.
Tyto latky ptispivaji ke snizeni hladin zanétlivych cytokind, jako jsou TNF-a a IL-6, jejichz

nadmeérnd aktivita obvykle souvisi s chronickymi zanétlivymi onemocnénimi. [18]

Nekteré vyzkumy ukazuji [26] , ze katechin obsazeny v kombuse mutize potlacit aktivaci
makrofagl a tim snizit uvolnéni TNF-a az o desitky procent podle davky. Kombucha tak
muze ptispivat ke zmirnéni zanétlivych stavii, jako je napf. artritida. Kyselina glukuronova
muze navic pifispét k vyzivé kloubni chrupavky prostfednictvim piemény na glukosamin

a chondroitin sulfat. [18]

1.3.2 Negativni ucinky (potencialni rizika spojena s konzumaci kombuchy)

Kombucha jakozto fermentovany nadpoj mize prinaset fadu zdravotnich benefitl, avSak pii
jeho nadmérné konzumaci anebo nevhodné piipravé muze zpusobit nezadouci Ucinky.
Mezi nepiiznivé reakce patii zdvraté, nevolnost, bolesti hlavy a ve vaznéjsich piipadech
dokonce jaterni potiZze a laktatova acidéza. Domaci vyroba kombuchy navic s sebou nese
riziko kontaminace plisnémi nebo patogennimi mikroorganizmy, které mohou mit toxické
a karcinogenni u¢inky. Konzumace pfili§ kyselého ndpoje po dlouhém fermenta¢nim
procesu muze vice zatéZovat organizmus a je nevhodna pro t¢hotné a kojici Zeny jak kvili

obsahu alkoholu, tak i1 potencidlnimu vlivu na srdzlivost krve. [2] [3]
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2 TECHNOLOGICKY PROCES VYROBY KOMBUCHY

Tento napoj se tradicn¢ vyrabi fermentaci, tj. kvaSenim slazené¢ho caje. Nejcastéji se
k ptipravé kombuchy pouziva Cerny a zeleny Caj, ale mohou byt pouzity i jiné typy cajt.
K fermentaci Caje je zapotiebi tzv. ¢ajova houba. Jedna se o celulozovy biofilm nazyvany
SCOBY (Symbiotic Culture Of Bacteria and Yeast), nebot’ ho tvofi symbiotickd kolonie
bakterii a kvasinek. [2]

2.1 Suroviny pro vyrobu kombuchy

2.1.1 Tradi¢ni ¢ajové substraty

Kombucha se tradi€né vyrabi z extraktu cerného nebo zeleného caje, které pochazeji
ze stejné rostliny Camellia sinensis, patiici do ¢eledi Theaceae. Tato rostlina je ptivodem
z jihovychodni Asie a jeji listy se pouzivaji k vyrobé riznych druhti Caje v zavislosti
na zpusobu zpracovani. [27] Poskytuje nezbytné Ziviny pro mikrobidlni kultury, ptedevS§im
dusik, mineralni latky a polyfenoly. Spravné slazeni ¢ajového nalevu je zékladem pro
podporu fermentaéniho procesu. Optimalni koncentrace sacharézy se pohybuje mezi 5-8 %.

[6]

Zeleny ¢aj pochdzi z Cerstvé sklizenych listl rostliny C. sinensis a proces vyroby
nezahrnuje fermentaci. To umoZiuje zachovani vys$S§iho mnoZstvi bioaktivnich latek,
napfiklad polyfenolt. [28] Klicovym krokem je inaktivace enzymu polyfenoloxidazy
pomoci zahtati nebo napareni ¢ajovych listki, a tim zlstavaji katechiny nezoxidované. [29]
V porovnani s Cernym ¢ajem ma zeleny ¢aj jemnéjsi chut’ a svétlejsi zelenou barvu. Pro jeho
pfipravu se pouZziva nizsi teplota louhovani (66-85 °C), aby se zmirnilo vylouhovani
tiislovin, diky kterym by napoj mohl zhotknout. [12]

Cerny ¢aj je nejrozsifendjsi a nejvice oblibeny na svété. Mezi nejuznavangjsi
producenty patii zejména Sri Lanka a Indie. [30] Ziskéava se z listt, které prochazi intenzivni
fermentaci a oxidaci. B&hem fermentace se preménuji katechiny na theaflaviny
a thearubiginy, které jsou jedny z hlavnich polyfenolovych slozek cerného caje. [28]
Tradi¢ni recepty na kombuchu Casto doporucuji prave Cerny caj, jelikoz jeho tplné oxidace
posiluje intenzitu chuti a celkovou silu napoje. [12]

Dal8im typem je oolong ¢aj. Nazev oolong pochazi z ¢inského vyrazu znamenajiciho
"Serny drak" [4]. Stejn& jako vétsina tradi¢nich Eajii ma i oolong své koteny v Cing, ktera

patii mezi jeho hlavni producenty spolecné s Tchaj-wanem. Oolong caj je Caste¢né
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fermentovany a jeho zpracovani zahrnuje suSeni na slunci a naslednou oxidaci pied
tvarovanim listd. Stupen oxidace se u n¢j mize pohybovat v Sirokém rozmezi od 10 %
do 80 %, coz udavéd ve vysledném napoji Sirokou Skalu chuti — od jemnych, sladkych

a ovocnych tonll az po intenzivni, tmavé a koufové aroma. [5] [27]

Kromé¢ vyse uvedenych je mozné pro vyrobu kombuchy pouzit bily ¢aj. [12] Bily ¢aj
byl ptivodné péstovan vyhradné v Cind. Dnes se péstuje i v dalsich zemich, zejména v Indii
a na Sri Lance. V Ciné se bily ¢aj rozliduje podle odriidy, ze které pochazi — konkrétng
C. sinensis var. bhenghe bai hao a C. sinensis var. fudin bai hao. [29] Tento druh caje
se sklizi ve velmi rané fazi, kdy maji listky a pupeny jesté velmi jemné bilé chloupky, podle
kterych byl i pojmenovan. Na rozdil od ostatnich ¢aju, které prochazeji riznym stupném
oxidace, se listy bilého €aje zpracovavaji velmi Setrné — prochdzi pouze susenim. Diky tomu
si ¢aj zachovdva mirn&j$i chut’ a také vysoké mnozstvi antioxidantd, nebot’ je bohaty

na obsah katechint. [12]

2.1.2 Alternativni substraty

Krom¢ tradi¢niho caje se vSak ve vyzkumech prokazalo, ze kombucha muze byt
fermentovana i na alternativnich substratech, jako jsou bylinné nalevy, ovocné Stavy,
mlécné produkty, nebo dokonce i vedlejsi primyslové produkty napt. melasa. [6] [27]
Pouziti téchto alternativnich substratii mize vést ke vzniku novych fermentac¢nich produktti

s lepSimi organoleptickymi vlastnostmi a zdravotnimi ucinky. [31]

Bylinné nalevy jsou tradi¢né konzumovany pro své zdravotni piinosy a nékteré studie
ukézaly, Ze jejich bioaktivni u¢innost mize byt fermentaci kombuchy jesté zesilena. [32]
Pti experimentu zroku 2013 [33] bylo dokazano, Ze fermentace kombuchy mize byt
uspe€sna na Cajovém nalevu z maty peprné a tymianu. Doba fermentace byla dokonce kratsi

nez na tradi¢nich substratech.

Jednim z GspéSnych substrati pro fermentaci kombuchy byl extrakt z hliz topinamburu
(Jeruzalémského arty¢oku). Tento substrat je zajimavy predevsim z diivodu niz§iho obsahu
glukozu a fruktézy. Naopak ma vys$si mnozstvi inulo-oligosacharidi, které maji funkci jako
vlaknina a podporuji riist bifidobakterii ve stfevni mikrobioté. Vyzkumy také naznacuji,
ze fermentace na substratu z topinamburu zvySuje obsah kyseliny L-mlécné, L-askorbové

a celkovych organickych kyselin, coz zlepSuje nutri¢ni hodnotu vysledného napoje. [6]

Dalsi alternativou je vyuziti melasy, kterd je vedlejSim produktem hlavné pfi

zpracovani cukrové fepy. Je nutri€né bohat4 na rizné mineralni latky, vitaminy i organické



26 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

slouceniny, které podporuji fermentacni proces. Studie z roku 2008 [34] prokazala, ze
melasa mize byt pouzita jako levnéjSi zdroj uhliku pro fermentaci. Navic fermentace
kombuchy na melasovém substratu vede k vétsi produkcei kyseliny mlécné a biomasy. Je to
potvrzeno, ze optimalni koncentrace sachar6zy z melasy se pohybuje kolem 7 %, coz
umoznuje produkci s niz§im obsahem nezadouci kyseliny octové a vysS$Sim obsahem

fyziologicky vyznamné kyseliny L-mlécné. [6] [14]

Pro ziskani napoje s atraktivnéjSimi organoleptickymi vlastnostmi je mozné pouzit
rooibos. Jedna se o bylinny nélev, ktery pochazi z jihoafrické rostliny Aspalathus linearis.
[35] Rooibos ¢aj se lisi tim, Ze neobsahuje katechiny, takze finalni kombuchovy napoj bude
mit niz§i antioxidaéni aktivitu v porovnani s kombuchou z ¢erného nebo zeleného caje.
I ptesto ma vysoky obsah kyseliny glukuronové a jinych vyznamnych latek s antioxidacni

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

Dalsim prikladem je fermentace kombuchy na extraktu z guavy. Guava je stalezeleny
ket pochazejici z Jizni a Stfedni Ameriky. SuSené listy z guavy se vyuzivaji v tradi¢ni
medicin€ diky jejim protizdnétlivym, hypoglykemickym, antioxida¢nim a antibakterialnim
ucinkim. [37] Nékteré vyzkumy ukézaly, ze hlavnim polyfenolem obsazenym v listech
guavy je kvercetin, pfi¢emz v mensich koncentracich jsou pfitomny i dalsi flavonoidy, jako

je kempferol. [32]

Kromé bylinnych infuzi byly testovany i rizné ovocné $tavy, které ovliviiuji vysledny
obsah organickych kyselin a fenolickych sloucenin. Napftiklad byla provadéna studie se
Stavou zopuncie. Byly prokdzany piedevS§im antibakteridlni ucinky proti bakterii

Escherichia coli. [38]

Béhem studie [39] byla provadéna fermentace na sdjovém extraktu, kterd vedla
ke zvySeni obsahu fenolickych sloucenin a vitaminli. Soucasn¢ doSlo ke snizeni obsahu
oligosacharidi, které mohou zplisobovat zaZivaci potiZe, coz naznacuje, Ze mikroorganizmy

v kombuse produkuji enzym a-galaktosidazu.

Co se tyce sladidel, je mozné pouzit riizné zdroje cukru, pfi¢emz to také miize znatelné
ovlivnit vysledné vlastnosti fermentovaného néapoje. Pii studii [40] bylo zjisténo,
ze kombucha fermentovana za pouziti cukru z kokosové palmy vykazovala in vitro vyssi
antioxidaéni aktivitu ve srovnani s napoji fermentovanymi pomoci bilého rafinovan¢ho

cukru nebo melasy. [41]
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2.2 Postup vyroby kombuchy

2.2.1 Priprava substratu pro fermentaci

Pro piipravu ¢ajového zakladu se obvykle pouZiva zeleny nebo ¢erny &aj. Cajové listky nebo
¢ajové sacky se pridavaji do horké vody a louhuji po dobu 5-20 minut, poté se odstrani
pomoci filtrace. [14] Pfi pfipravé kombuchy z cerné¢ho caje se obvykle listky louhuji pii
vyssich teplotach (90—100 °C) po dobu 2 az 5 minut, coz umoziuje vzniku optimalni chuti,
aniz by se ¢aj stal pfili§ hotkym. V horkém cajovém nalevu se rozpusti cukr — sacharoza.

Cajovy nalev se nechavé zchladnout na pokojovou teplotu (kolem 25 °C). [14]

Sachar6za je nejbéznéjSim zdrojem uhliku pro fermentaci kombuchy. Je schopna
poskytovat glukozu a fruktozu, které jsou potfebné pro metabolické drahy mikroorganizmd.
Vétsinou se uvadi, Ze optimalni koncentrace sachardzy pro fermentaci kombuchy se nachazi
v rozmezi 5 az 10 % hmotnostné na objem (w/v). Pravé v tomto rozmezi dochéazi nejCastéji
k efektivni fermentaci, nebot’ poskytuje mikroorganizmiim dostate¢né mnozstvi cukru pro
jejich metabolickou aktivitu a zarovei nezplisobuje nadmérné osmotické zatiZeni, které by

mohlo inhibovat riist kvasinek a bakterii. [42]

Podle metody ze studie [6] se 50 az 70 g sachar6zy rozpusti v 1 litru vrouci vody, poté
se pridaji listky ¢erného nebo zeleného ¢aje a po 5 minutach se odstrani filtrem. Jedna se
o standardni pfidané mnoZzstvi cukru do ¢ajového nalevu. [43] Pfesné mnoZstvi Caje a cukru
se vSak miiZze v jednotlivych postupech lisit. Uvadi se naptiklad pouziti 20 g cukru na litr
vrouci vody s 10 g/l ¢ajovych listkl [44], nebo zase pii jiném vyzkumu [45] bylo pouzito

100 g sacharozy a 12 g listkli zeleného anebo Cerného Caje na 1 litr vody. [46]

2.2.2 Inokulace mikrobialni kulturou — pridani SCOBY

Do ochlazeného ¢ajového roztoku se ptidava SCOBY spolu se startovacim ¢ajem, obvykle
se jednd o cast fermentované¢ho ndpoje z piedchozi varky. Pfidani startovaciho caje
je nezbytné pro optimalizaci pocate¢niho pH (< 4,6), které tak zabrafiuje mnozeni
nezédoucich mikroorganizmi. Pokud je naméfena vyssi pH hodnota, je nutné piidat vétsi

objem startovaciho ¢aje pro jeho tpravu. [3]

2.2.3 Fermentace

vvvvvv

Béhem fermentacniho procesu dochédzi k riiznym biochemickym reakcim, které mohou
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ovliviiovat nutri¢ni slozeni a tim 1 vysledné vlastnosti produktu — bioaktivitu, trvanlivost,

nebo organoleptické vlastnosti a stravitelnost. [47]

Fermentace se v domacich podminkach nejcastéji provadi ve sklenénych nadobéch se
sirokym hrdlem, které zajistuji dostatecny pfistup vzduchu. Nadoba se zakryva sterilni
prodySnou tkaninou (napf. bavinénou latkou), kterd umoziuje vyménu plynt, ale zaroven

chrani fermentovany napoj pred kontaminaci z vnéjsiho prosttedi. [46]

V primyslové vyrobé se fermentace provadi ve velkoobjemovych nadrzich s velkou
povrchovou plochou, kterd zajistuje dostateCny pristup kysliku, potfebného zejména pro
octové bakterie. [48] Kvili nizkému pH nejsou vhodné nékteré materidly — mosaz ¢i hlinik.
S kyselym prostfedim by tyto materidly mohly korodovat anebo uvoliovat latky, které by
ovlivnily chut, kvalitu i zdravotni nezdvadnost produktu. Z tohoto diivodu je nejvhodné;si

sklo nebo nerezova ocel. [12]

Fermenta¢ni proces kombuchy probihd ve dvou fazich — primarni (aerobni)
a sekundarni (anaerobni). Prvni faze zacind po piidani symbiotické kultury SCOBY
a startovaciho caje do vychlazeného a slazeného Cajového nalevu. Fermentace obvykle
probihé za aerobnich podminek pti pokojové teploté po dobu 7 az 14 dnd, pficemz délka
fermentace se odviji od pozadovaného chut'ového profilu a senzorickych vlastnosti napoje.

[27]

V prabéhu primarni fermentace dochazi na povrchu roztoku k tvorbé nové vrstvy
mikrobialniho biofilmu. Tato vrstva mliZze béhem dvoutydenniho cyklu dosahnout tloustky
az 8—12 mm. S ristem tloustky biofilmu roste i jeho hmotnost, diky které za¢ne postupné
klesat ke dnu fermenta¢ni nddoby. Po ukonceni fermenta¢niho cyklu je mozné tuto nové

vzniklou kulturu oddé€lit a ulozit do fermentovaného nélevu pro dalsi pouZiti. [49]

Kvalitativni vyvoj napoje béhem fermentace zahrnuje piechod od sladké chuti k jemné
perlivé kyselosti, coZ je zplisobeno tvorbou organickych kyselin a oxidu uhli¢itého.
Fermentaci je vhodné ukoncit nejpozdéji po 14 dnech, nebot’ po této dobé mlze dochazet
ke zvySené produkci kyseliny octové, kterd negativné ovliviiuje senzorickou ptijatelnost

napoje. [6]

Po ukonceni primérni fermentace se kombucha obvykle ptefiltruje, aby se odstranily
zbytky ze SCOBY a dalSich pevnych Castic. V tuto chvili se mtze ptejit k druhé fermentacni
fazi. Ta probiha typicky v uzavienych lahvich po dobu 2-5 dnt. Jejim hlavnim tcelem

je karbonizace napoje prostfednictvim ptirozené tvorby CO,. Béhem této faze je mozné
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kombuchu dochutit pfimo ovocem, nebo se do ni ¢asto ptidavaji ovocné stavy, bylinky nebo
koteni, které nejen zlepSuji organoleptické vlastnosti, ale rovnéz ovlivituji mikrobidlni

aktivitu. [27] [46]

V priamyslovych vyrobach se po prvni fermentaci kombucha piecerpava do tlakovych
nadob, kde dochazi k umélé karbonizaci. Nasledné se ndpoj prefiltruje a plni do lahvi.
Hotovy vyrobek je skladovan pii teploté kolem 4 °C za ucelem zpomaleni az zastaveni
fermentace. [46] Mikroorganizmy v kombuSe jsou stdle Zzivotaschopné a napomahaji
soucasn¢ zachovat stabilitu produktu. [27] Schéma technologického procesu vyroby

kombuchového napoje je zndzornéné na Obrazek 5.
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Obrazek 5: Schéma piipravy kombuchového napoje (Upraveno podle [50])

(A) Privedeni vody k varu, (B) pfidani cukru, (C) louhovani ¢ajovych listkt, (D) a (E) vlozeni SCOBY do

¢ajového nalevu, (F) fermentace a (G) prefiltrovani zfermentovaného napoje.

Dal3i nezbytnou soucasti pfi vyrobé kombuchy je dodrzovani hygienickych zasad, naptiklad
pouzivani Cistych a dezinfikovanych pomicek a pfistroji, aby se minimalizovalo riziko

kontaminace nezddoucimi mikroorganizmy. [11]

2.2.4 Analyza rizik pri vyrobé kombuchy

Pti vyrobé kombuchy lze efektivné vyuzivat principy systému HACCP (Hazard Analysis
and Critical Control Points = Systém analyzy rizika a stanoveni kritickych kontrolnich
bodil), které jsou bézné¢ vyuzivany v potravinarském primyslu. Nejcastéji identifikovana

rizika maji biologicky charakter. [14]



30 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Prestoze ¢aj sam o sob¢€ neni typicky spojovan s onemocnénim z potravin, nicméné
cerny 1 zeleny ¢aj mohou obsahovat az 10° CFU/ml mikroorganizmti vcetné druhti

Aspergillus, Shigella ¢i Pseudomonas. [51] [52]

K eliminaci téchto rizik je doporuceno pouzivat pievarenou vodu a do nalevu vlozit
kombuchovy biofilm ihned po vychladnuti. Doméci vyroba ¢asto zahrnuje i sdileni SCOBY
mezi domacnostmi, ¢imz se zvySuje moznost kontaminace plisnémi rodu Aspergillus
a Penicillium, jejichz mykotoxiny mohou byt zdravi Skodlivé. [11] Z tohoto divodu

je doporucovano zahajit vyrobu komercni kulturou. [14]
2.3 Jiné nealkoholické kvasené napoje

2.3.1 Vodni Kkefir

Vodni kefir je Sumivy, mirné kysely kvaSeny napoj. Vyrabi se fermentaci roztoku sachardzy
svodou za piitomnosti kefirovych zrn (tibi). Napoj je zndmy pod rliznymi nazvy,
jako naptiklad ,,Tibetskda houba®. [53] Kefirovd zrna (Obrazek 6) hraji klicovou roli
v procesu fermentace kefiru, obdobné jako SCOBY u kombuchy. Zrna se skladaji z gelovité
polysacharidové matrice obsahujici symbiotickou kulturu bakterii a kvasinek znamou jako

kefiran.

Obrazek 6: Tibetsky vodni kefir [54]

Fermentace probihd po dobu 18 az 24 hodin pfi teplot€ mezi 8 a 25 °C v castecné
uzavienych nadobéch, tudiz jde o rychlejsi proces v porovnani s vyrobou kombuchy.
Po dokonceni fermentace se zrna oddéluji od kapaliny pomoci filtrace a 1ze je opakované
vyuzit pro pfipravu dalSich Sarzi kefiru, pfi¢emZ si zachovavaji své charakteristické

vlastnosti. [18]
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2.3.2 Ginger beer (,,zazvorové pivo*)

Zazvorové pivo neboli ,,ginger beer”, je fermentovany ndpoj ze zazvoru, vody, cukru
a v nekterych piipadech i kvasinek. Napoj ma bézn¢ jemné pikantni chut’ a aromatickou
vuni, diky pfitomnosti bioaktivnich latek — gingerold, shogaoli a zingeront. [55] [56]

Muze byt nealkoholicky i alkoholicky, podle typu fermentace.

Tradi¢né se vyrabi pfirozenou fermentaci za ucasti mikroorganizmii pfitomnych
v zazvoru, nebo fizenou, kdy se cilen¢ ptidavaji kvasinky Saccharomyces cerevisiae

(zazvorovy kvasek). [55]

Zazvor si ziskal oblibu nejen diky své specifické chuti, ale také pro své zdravotni
pfinosy. Pfispiva ke zmirnéni nevolnosti, pfiznakli nachlazeni, artritidy, bolesti svall
a kloubli. Kromé toho je zndmy svymi antimikrobidlni vlastnostmi. Mnohé fermentované
potraviny, véetné zdzvorového piva, maji zdravotni ptinosy diky produktiim fermentaéniho
procesu, jako jsou napiiklad vitaminy skupiny B, a hodné konzument mezi pozitivni i¢inky
fadi 1 probiotické vlastnosti. Avsak aby bylo mozné tvrdit, Zze zazvorové pivo ma probiotické

ucinky nebo piinos pro zdravi, je nezbytné analyzovat jeho mikrobialni slozeni. [57]

2.3.3 Rejuvelac

Rejuvelac je fermentovany nealkoholicky ndpoj vyrabény z naklicenych obilovin, nejcastéji
z quinoy a pSenice. [58] Tento napoj byl vyvinut piivodné v 60. letech 20. stoleti jako

ozdravné tonikum. [59]

Proces kliceni hraje zasadni roli pfi pfipravé rejuvelacu. Dle metodiky z védeckého
¢lanku z roku 2021 [58] se zrna pSenice nejprve namoci ve vodé, a ndsledné se nechaji klicit
pii teploté 20 + 2 °C po dobu 12 aZz 24 hodin. Po nakli¢eni se zrna kratce promyji sterilni
vodou a nechaji se fermentovat za Ucasti bakterie Lactobacillus acidophilus po dobu
24 hodin pfi teploté 25 °C. [59] Kromé& L. acidophilus ptevazuji v rejuvelacové startovaci

kultufe i bakteridlni rody Pediococcus a Weissella. [60]

2.3.4 Boza

ey ee

po staleti. Mezi nejvyznamnéjsi zastupce patii také boza (n€kdy oznaCovéna jako bosa).
Tento népoj je ptivodem z Turecka a pfipravuje se z riznych obilovin, pfedev§im z prosa,
kukufice, pSenice anebo ryzové krupice. K hotovému napoji se obvykle ptidava cukr

nebo sacharin, ¢imz se zjemiuje jeho chut’. [59]
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Fermentace bozy je vysledkem kooperace mezi bakteriemi mlééného kvaseni
a kvasinkami, které pfemeéiuji sacharidy na organické kyseliny a dalsi vedlejsi produkty.
Mezi hlavni zastupce bakterii mlé¢ného kvaseni identifikované z bozy patii Lactobacillus
adalsi mlécné tyCinky, Lactococcus a Leuconostoc. [61] Z kvasinek byly nejcastéji

izolované druhy Saccharomyces carlsbergensis a Saccharomyces cerevisiae. [62]
Proces vyroby bozy zahrnuje hned nékolik fazi:

e odstranéni plev a otrub ze surovin (¢isténi),

e vafeni za stalého michani po dobu 1 az 2 hodin,

e ochlazeni a prefiltrovani smési,

e pridani cukru,

e fermentace po dobu asi 24 hodin pii teploté 15-25 °C a sklada se ze dvou fazi:
1. alkoholova fermentace, pii nizZ vznika oxid uhliity,
2. mlécna fermentace, které¢ dodava charakteristickou kyselou chut’,

e nasledné chlazeni produktu pied distribuci. [59]

2.3.5 Jun

Jun Caj je fermentovany napoj, ktery je svym charakterem podoba kombusSe, avSak odliSuje
se pouzitymi surovinami — sladidlem je med. Béhem fermentace dochdzi piisobenim
symbiotické ¢ajové kultury k rozkladu cukrl na glukézu a fruktézu, coz vede ke vzniku
etanolu a oxidu uhlic¢itého, tak jako tomu je pii vyrobé kombuchy. Mezi hlavni metabolity
produkované béhem tohoto procesu patii naptiiklad kyselina glukonova, citronova,

glukuronovd, vinna, Stavelova, listova, jantarova a pyrohroznova. [63]

2.3.6 Koji amazake

Koji amazake je tradi¢ni japonsky nealkoholicky ndpoj bilé barvy a sladké chuti,
ptipravovany z ryZového koji a vody, pfipadné s ptidavkem vatrené ryze. Fermentace probiha
pi1 50-60 °C, kdy enzym amylaza produkovany plisni Aspergillus oryzae rozklada ryzovy
Skrob na glukézu — coz odliSuje koji amazake od ostatnich sladkych népojt, které bézné

obsahuji sacharézu nebo fruktozu. [64]
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2.3.7 Tepache

Tepache je tradicni fermentovany ndpoj pochdzejici z Mexika. Tradicné se pfipravoval
z kukufice, dnes se vyrabi pfevazn¢ z ananasovych slupek, cukru a vody, pfipadné
s ptfidavkem skofice nebo pepie. Fermentace probiha piirozené za ucasti nativni mikrobioty,

typicky ve dievénych sudech po dobu 4 dnil pfi pokojové teploté. [65]

Z tepache byly izolovany mikroorganizmy s probiotickym potencialem,
napt. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis, Enterococcus faecium nebo Lactiplantibacillus
pentosus, které¢ produkuji antimikrobialni peptidy a jsou schopné piezit travici trakt. Tudiz
ma prospesny vliv na stfevni mikrobiotu a slouzi jako prevence gastrointestinalnich obtizi.

[66]
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3 VYSKYT MIKROORGANIZMU V NEALKOHOLICKYCH
FERMENTOVANYCH NAPOJICH

3.1 Biofilm kombuchy - SCOBY

Biofilm je shluk mikroorganizmii, ktery je obklopen vlastni extracelularni polymerni
matrici. Tato matrice je tvofena pfevazné polysacharidy, proteiny, lipidy, enzymy
a extracelularni DNA. Slouzi jako ochrana pied nepfiznivymi vlivy vnéjsiho prostiedi

a umoznuje adhezi k riznym povrchiim. [67]

Biofilmy hraji klicovou roli v mnoha piirozenych i priimyslovych procesech, pticemz
mohou byt jak prospésné, tak nezadouci. [68] Mohou pfispivat i napiiklad k ¢iSténi vody.
V medicing jejich pfitomnost ¢asto vede ke vzniku chronickych infekci a v potravinaistvi

mohou zplisobovat kontaminaci a kazeni potravin. [67]

Nicméné biofilmy hraji vyznamnou roli pfi fermenta¢nim procesu kombuchy. Biofilm
kombuchy produkuje béhem fermentace nové celuldézové vrstvy, které 1ze odebrat a vyuzit
v dalsim fermentaénim cyklu. Tvorba a charakteristiky biofilmu kombuchy zavisi
na podminkach fermentace, véetné pouzitych surovin, teploty, doby fermentace, ptitomnosti
kysliku, druhu mikroorganizmii a v neposledni fadé¢ i na zdroji uhliku. [69] Biofilm
kombuchy je tvofen predev§im symbiotickou kulturou bakterii a kvasinek (SCOBY), které
spolecné pireménuji oslazeny Cajovy nalev na fermentovany napoj obsahujici organické

kyseliny, enzymy a dalsi bioaktivni latky (viz 1.2). [67]

3.1.1 Mechanizmus tvorby biofilmu

Tvorba biofilmu béhem fermentace je vysledkem spoluprace kvasinek a bakterii, které jsou
obsazeny v SCOBY. Hlavnim zdrojem uhliku pro tyto mikroorganizmy je sachar6za
a zarovenl metabolizuji slozky cajového extraktu, které poskytuji mikroorganizmim

pottebny dusik pro jejich rist. [67] [70]

V prvni fazi fermentace se sachardza pfeméiuje na fruktozu a glukdzu za pritomnosti
enzymu invertazy, ktery je produkovan kvasinkami. Bakterie nédsledné vyuzivaji glukdzu
k produkei organickych kyselin. [71] Kvasinky soucasné z téchto monosacharidii vytvareji
etanol a oxid uhli¢ity. Vznikly etanol je déale oxidovan bakteriemi na kyselinu octovou,
ato vede ke snizeni pH. Toto kyselé¢ prostiedi podporuje aktivitu kvasinek a zaroven
se vytvaii optimalni podminky pro rust bakterii produkujicich poly-B-[1-4]-D-glukozu

a celulozovy biofilm z glukézovych jednotek. Mezi tyto bakterie patii predevSim
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Acetobacter xylinus, Komagataeibacter xylinus a Gluconacetobacter xylinus. [67] Bakterie
vylucuji enzymy syntazy, které katalyzuji pfeménu hexdz, glycerolu, dihydroxyacetonu,
pyruvatu a dikarboxylovych kyselin na celul6zové fetézce, ¢imz dochéazi k tvorbé nové

celulozové sité. [72] Na Obrazek 7 je uvedeno schéma mechanizmu tvorby biofilmu.

Sacharéza < Cajovy nalev.
invertaza
(kvasinky)

kyseliny
/ \ Au kbzaoxidaza
(bakterie)
Fruktoéza-6-fosfat Glukbza-6-fosfat
l l \[:13 kterie)
Etanol Pyruvat Glukéza-1-fosfat
Oxid / (bakterie)
uhligity
Krebstv cyklus
el Uridindifosfat
octové (UDP) glukéza
celuldzava
syntaza

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

Celuldza se sklada z vnitini membrany propojené s peptidoglykanovym fetézcem a vnéjsi
membranou, coZ prispiva k jeji stabilité¢ a pevnosti. Chrani mikroorganizmy pied vnéjSimi
vlivy a umoziuje jim adherovat k povrchu. Na stabilité a vlastnostech biofilmu se podileji

také dalsi faktory — teplota, pH, nebo koncentrace Zivin. [67]
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3.2 Mikrobiota kombuchy (kombuchova kultura)

Mikrobiologické sloZzeni kombuchy do zna¢né miry zavisi na ptivodu startovaci kultury,
jelikoz klimatické a environmentalni podminky v konkrétni oblasti mohou ovlivnit rist

a prevahu urcitych kment, ¢imz se v daném regionu vyvijeji odlisné fermentacni procesy.

Slozeni téchto fermentovanych ndpojt se Casto lisi v zavislosti na riznych faktorech,
jako je mnozstvi a druh pouzitych surovin, nebo teplota. Nicmén¢ jak bylo jiz zminéno v této

diplomov¢ praci, hlavnimi mikroorganizmy v kombuse jsou kvasinky a bakterie. [18] [71]

Na pocatku fermentacniho procesu pfevazuji osmotolerantni mikroorganizmy. Mezi
n¢ patii naptiklad Zygosaccharomyces sp., Torulaspora delbrueckii a Schizosaccharomyces
pombe. Po octovém kvaSeni zainaji dominovat mikroorganizmy odolné vici kyselému

prostiedi — Dekkera sp. a Candida stellata. [46]

Béhem studie [73] bylo k analyze odebrano celkem 23 vzorkd kombuchy z riznych
mist USA. Pomoci sekvenovani metagenomu metodou shotgun se ukézalo, Ze nejcastéji
se vyskytujicimi  mikroorganizmy  byly bakterie = Komagataeibacter  rhaeticus

a kvasinky Brettanomyces bruxellensis.

3.2.1 Bakterie

Bakterialni spolecenstvi v kombuse je tvofeno hlavné octovymi bakteriemi a v mensi mife
1 bakteriemi mlé¢ného kvaseni (BMK). Ty se spolu s kvasinkami podileji na fermenta¢nim

procesu. [47]

Octové bakterie

V kombuchovém &aji dominuji octové bakterie. Radime je mezi gramnegativni aerobni
mikroorganizmy. Obvykle jsou ve tvaru ty¢inek nebo jejich buiikky mohou byt ovalné. [74]
Vétsina téchto bakterii je kataldza-pozitivni, ale neprodukuji oxidazu. Nejlépe rostou
pti teplotach v rozmezi 25 az 30 °C, avSak nékteré teplu odolné kmeny dokdzou tolerovat
1 vyssi teploty az do 42 °C. [75] Urcité druhy octovych bakterii rovnéz vykazuji schopnost
ptezivat a riist v kyselém prostiedi s hodnotami pH okolo 3,5. [76]

Octové bakterie patii z taxonomického hlediska do celedi Acefobacteraceae, ktery
zahrnuje nckolik rodi. Za nejvyznamnéjsi rody pro potravinaisky primysl se povazuji

Acetobacter, Gluconobacter, Gluconacetobacter a Komagataeibacter. [77]
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Jejich hlavni funkeci je oxidace etanolu na kyselinu octovou a dal$i organické kyseliny.
Jednim z hlavnich druhii v rdmeci octovych bakterii je Komagataeibacter xylinus, ktery hraje

dualezitou roli pii syntéze celulézového biofilmu. [2] [3]

Védci béhem vyzkumu [78] zjistili, Ze béhem celého fermentacniho procesu tvofi
bakterie rodu Gluconacetobacter vétSinu celkové bakteridlni populace. Naopak podil

Acetobacter postupné klesal s dobou fermentace.

Mezi konkrétni druhy octovych bakterii, které mohou byt izolovany z kombuchy kromé

vyse uvedeného Komagataeibacter xylinus, patii:
e Acetobacter xylinus,
e A. pasteurianus,
e A. aceti,

e  Gluconobacter oxydans. [47]

Bakterie mlééného kvaSeni

Kromé octovych bakterii se v tomto fermentovaném néapoji mohou vyskytovat i bakterie
mlécného kvaSeni (BMK). Do této skupiny patii naptiklad rody Lactobacillus

a Leuconostoc. [47]

BMK pieménuji glukézu na kyselinu mléénou pomoci Embden-Meyerhof-Parnasovy
drahy. Dal$imi metabolickymi produkty kromé kyseliny mlécné jsou etanol a oxid uhlicity,
které vznikaji pentdzafosfatovou drahou. Nékteré druhy BMK mohou syntetizovat kyselinu

glukuronovou, ktera ma antioxidac¢ni, detoxikacni, a hlavné antimikrobidlni G€inky. [3]

Jak jiz bylo zminéno v kapitole o pozitivnich u¢incich kombuchy (1.3.1), riznymi
druhy bakterii mlééného kvaseni jsou produkované antimikrobialni latky — bakteriociny.
Tyto latky naptiklad poSkozuji membranu patogenti a mohou zpisobit selhani rovnovahy

intracelularniho pH buiky. [19]

Kmeny Pediococcus pentosaceus a Pediococcus acidiliactici izolované z kombuchy,
prokdzaly vyrazné antimikrobidlni ucinky. Byly u0¢€inné proti celé fadé patogennich
mikroorganizml, vcetné Salmonella sp., Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,

Proteus hauseri a Staphylococcus aureus. Kromé bakterii vykazovaly tyto kmeny inhibi¢ni
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aktivitu také vac¢i potravinovym plisnim, jako jsou Penicillium expansum

a Penicillium digitatum. [79]

3.2.2 Kbvasinky

Kvasinky v kombuse jsou obvykle tvofeny osmofilnimi druhy, které jsou schopny rastu

v prostiedi s vy$§im osmotickym tlakem, napt. diky vysokému obsahu cukru.
V kombuse bylo identifikovano Siroké spektrum roda i druht kvasinek:

e Starmerella sp.,

e Galiellea rufa,

e Hanseniaspora sp.,

e Zygosaccharomyces microellipsoides, [80] [81]

e C(Candida,

e Torulaspora,

e Pichia,

Lachancea a dalsi. [47]

Béehem studie [82] prokazali, Ze v kombuchovém ¢aji prevladal vyskyt kvasinek rodu
Zygosaccharomyces. Nicméné pii jiném vyzkumu [83] vypozorovali, Ze dominantnim
rodem byl rod Candida. Po sedmi dnech fermentace se v§ak mnoZstvi Candida sp. vyrazné

snizilo a vice se vyskytovaly kvasinky Lachancea sp. [46]

Kvasinky se podileji pfedev§im na pteméné cukrli na alkohol a dals$i metabolity, které
poté vyuZivaji vySe zminéné bakterie (3.2.1) k produkci organickych kyselin.
Mnoho procesti alkoholové fermentace je zahajeno Casto osmotolerantnimi kvasinkami

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

[2] [47]

3.3 Mikrobiota jinych kvaSenych nealkoholickych napoju

Kromé¢ kombuchy existuyje mnoho dalSich nealkoholickych fermentovanych néapoji
vyrabénych pfirozenou fermentaci (viz teoreticka ¢ast prace). Jednim z piiklad napoje je

vodni kefir.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 39

Mikrobialni slozeni zrn vodniho kefiru se skladd predevSim z mlécnych bakterii,
mezi které patii zastupci rodd Lactococcus, Leuconostoc a déale obsahuje i bakterie rodu
Lacticaseibacillus, kvasinky Kluyveromyces a Saccharomyces a také urcité druhy octovych
bakterii. Piestoze mlécné bakterie, jako Lacticaseibacillus a Leuconostoc sp.,
1ze ptilezitostné nalézt i v napoji kombucha, nejsou tam tak dominantni jako v kefiru.
Celkové lze fici, ze kombucha je bohatsi na octové bakterie, zatimco vodni kefir obsahuje

vetsi mnozstvi mlécnych bakterii. [18]
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4 FAKTORY OVLIVNUJICI MIKROBIOTU KOMBUCHY

4.1 Faktory ovliviiujici mikrobiotu a fermentaci kombuchy

Vsechny mikroorganizmy ptitomné v kombuse se nachazeji jak v samotném fermentovaném

¢aji, tak v SCOBY biofilmu. [43] Jejich slozeni se vSak muze lisit také podle regionu. [48]

Nicméné mezi nejcastéjsi faktory ovliviiujici fermentaci a mikrobiotu kombuchy patii
teplota, substrat, obsah kysliku a pH prostiedi. [3] Jakadkoli uprava téchto podminek mize
mit vliv na rychlost fermentace, vyslednou chut’ i viini népoje a také chemické slozeni.
RGzné druhy substrati a mnozstvi cukru vyznamné ovliviiuje sloZeni i biologickou aktivitu

findlniho népoje. [84]

4.1.1 Doba fermentace a jeji vliv na vysledny napoj

Doba fermentace se obvykle pohybuje mezi 7 az 60 dny, pfiCemz vlastnosti napoje se
v pribéhu procesu méni. Prestoze delsi fermentace mize zvysit antioxidacni aktivitu, pfilis
dlouhd doba fermentace se nedoporucuje, protoze vede k hromadéni organickych kyselin,
které mohou dosahnout urovné nevhodné pro ptimou konzumaci. Navic se muze oxid
uhli¢ity hromadit mezi biofilmem a tekutinou, coZ omezuje ptenos zivin a vytvaii prostiedi

s omezenymi podminkami pro rist mikroorganizm. [47]

Avsak volba doby fermentace se 1i8i podle poZzadovanych senzorickych vlastnosti.
Obecné plati, ze ¢im delsi fermentace, tim vice mizeme ocekdvat octovou chut. VétSinou
se doporucuje fermentovat kombuchu maximalné po dobu 10 dntl, pokud je ur¢ena k lidské

konzumaci. [47] [85]

Béhem studie [86] se ukdzalo, Ze vyvoj mikrobidlni populace byl rizny v pribéhu
fermenta¢niho procesu. Z po€atku se vyskytovaly ve vétsi mife octové bakterie
v celulézovém biofilmu nez v kombuchovém ¢aji. Az po uplynuti 8 dntli fermentace se jejich
pocet postupné dorovnal. Pocet kvasinek nebyl nijak znateln¢ ovliviiovan pribéhem a dobou

fermentace.

4.1.2 Vliv teploty na fermentaci a mikrobialni diverzitu

Optimalni teplota fermentace podporuje rist mikroorganizmu a enzymatickou aktivitu, coz
vede k lepsi fermentaci a vy$§im zdravotnim piinosim napoje. [47] VEtSinou se fermentace
provadi pti teploté v rozmezi 20-30 °C, neboli ptiblizné pii pokojové teploté. [27] Zjistilo se,

ze teplota je klicovym faktorem ovliviiujicim délku fermentace, pficemz nejvyssi
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antioxidacéni aktivita byla dosazena v rozmezi 37-42 °C a byla i prokdzana vyssi produkce

organickych kyselin a dalSich metabolitti pfi vyssich teplotach vnéjsiho prostiedi. [47] [87]

Teplota béhem fermentace udava, které mikroorganizmy budou dominovat. To ma

predevsim vliv na slozeni organickych kyselin v napoji. [88]

Podle studie [89] bakterie rodu Gluconacetobacter byly ptitomny ve vSech fazich
fermenta¢niho procesu bez ohledu na teplotni podminky. Vyssi teploty vSak podpotily rust
méné zastoupenych bakteridlnich druhti, které jsou casto spojovany s kontaminanty
z prosttedi — Acinetobacter, Propionibacterium anebo také bakterie mlécného kvaseni

(Lacticaseibacillus a dalsi BMK). [46]

4.1.3 Vliv pH na fermentaci

Hodnota pH je jednim z klicovych faktorti ovliviiujicich fermentaéni proces kombuchy.
Nékteré kyseliny, jako jsou kyselina octova a glukonova, které vznikaji béhem fermentace
¢asto maji vliv na vysledné biologické vlastnosti napoje. Rlist mikroorganizmt je rovnéz
ovliviiovan pH prostfedim, tak jako zmény ve struktuife fytochemickych sloucenin.
To mlze mit vliv 1 na antioxidac¢ni aktivitu. [90] Nejnizsi doporucend hodnota pH by nemé¢la

klesnout pod 3, nebot’ to odpovida ptirozené kyselosti lidského traviciho traktu. [47]

4.1.4 Vliv pouzitého substratu na mikrobiotu napoje

Jednim z hlavnich faktori je mimo jiné také pouzity substrat. Pro vyrobu kombuchy
se nejcastéji pouzivaji cajoveé nalevy, a to konkrétné z ¢erného a zeleného cCaje. Jak jiz bylo
zminéno v ¢asti o substratech pro vyrobu kombuchového napoje, kromé tradi¢nich ¢ajovych

substratil je mozné pouzit i jiné alternativni zdroje (2.1.2). [27]

Napftiklad béhem vyzkumu [36] srovnavali fermentacni proces a vysledné sloZeni
kombuch z ¢erného, zelen¢ho 1 rooibos Caje. Zjistili, Zze nejhojnéji se vyskytoval druh
mikroorganizmu Komagataeibacter intermedius v napojich z ¢erného a zelen¢ho caje.

Z kombuch vyrobenych z rooibos nalevu ptevazovaly izolaty Gluconacetobacter entanii.

4.1.5 Vliv dalSich podminek na fermentaci a mikrobiotu kombuchy

Velky vliv na vysledny ndpoj ma velikost a tlouStka biofilmu. Tloustka SCOBY by m¢la
byt kolem 6 az 12 mm. Pokud je biofilm pfili§ tenky, zvySuje se riziko kontaminace.
V opacném piipadé, kdyz je biofilm pfili§ silny, miiZze branit piistupu kysliku potfebného

pro fermentaci. [12]



42 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Dal8im faktorem jsou vzajemné interakce mezi mikroorganizmy, diky kterym dochazi
k fermentaci. Bakterie a kvasinky spolupracuji a vzajemné si poskytuji substraty pro jejich
metabolismus. Kvasinky produkuji etanol, ktery pak vyuzivaji octové bakterie k tvorb¢

organickych kyselin, pfedevs§im kyseliny octové, a celul6zového biofilmu. [46]

V jedné studii z roku 2017 [91] bylo zjisténo, ze zeleny ¢aj umozioval rist a mnozeni
bakterii druhu Oenococcus oeni. Tento bakterialni druh vSak chybél u varianty s ¢ernym

cajem.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 CILPRACE

Cilem mé diplomové prace v ramci praktické ¢asti bylo vyrobit ndpoje kombucha a nasledné

z nich izolovat vybrané mikroorganizmy a poté je identifikovat.

Dalsim cilem bylo zkoumani vlivu vybranych faktord (doba fermentace, druh ¢ajového
substratu) na tyto mikroorganizmy, které mohou pfispét k lepSimu pochopeni mikrobidlniho
slozeni a dynamiky kombuchy. Nasledné bylo tieba ziskané vysledky vyhodnotit
a analyzovat s cilem jejich interpretace a diskuze. Na zéklad¢ provedenych experimentl poté

formulovat zavéry prace.
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6 MATERIAL

6.1 Pracovni pomiicky a pristroje

Fermentacni sklenéné nadoby (zavatrovaci sklenice) — objem 3 I,
Eddy Jet — automaticky Spiral Plater,

Petriho misky s zivnou pudou, fyziologicky roztok,

pipety, etanol pro sterilaci,

Biohazard box,

Vortex Mixer,

termostaticka sktin (30 °C),

exikator (pro kultivaci anaerobnich mikroorganizmi),
spektrofotometr Tecan,

autoklav, a dalsi.

6.2 Kultivacni pady

V ramci prace jsem se zaméfila na izolaci a identifikaci pfedevS§im octovych bakterii

a kvasinek. Také jsem testovala pfitomnost probiotickych kultur v kombuse. Pro selektivni

kultivaci téchto vybranych skupin mikroorganizmii a néasledné jejich vyhodnoceni jsem

pouzila specifické kultivacni pidy:

6.2.1

Acetobacter agar pro glukosa pozitivni druhy rodu Acetobacter,
CHYGA (Chloramphenicol Yeast Glucose Agar) pro izolaci kvasinek,

MRS (De Man—Rogosa—Sharpe) agar pro bakterie mlé¢ného kvaseni.

Priprava vybranych zZivnych médii

Kultivaéni média byla pfipravena podle postupu na obalech nadob s konkrétni ptipravnou

smési (Obrazek 8). Dané mnoZstvi smési bylo rozpusténo v destilované vodé a nésledné

sterilizovano v autoklavu pfti teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po ¢astecném ochlazeni byla

pfipravend média nalita do sterilnich Petriho misek (Obrazek 9).
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Obrazek 9: Petriho misky s pfipravenymi kultivaénimi pevnymi plidami

6.3 Analyzované vzorky kombuchy a suroviny pro jejich pripravu

Pocate¢ni nasady pro produkci kombuchy jsem ziskala ze tfi rGznych zdroji — webovych

stranek:
e Tvortivy svét [92],
e Fermentarum [93],

e Vital Country [94].
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K ptipravé fermentovaného napoje kombucha byly pouzity nasledujici suroviny:

e (aj— pravy zeleny ¢aj Cinsky (Obrazek 10) a ¢erny cejlonsky ¢aj v sypané forme

Obrazek 10: Pouzity zeleny sypany ¢aj

o sladidlo — bily krystalicky cukr,
e voda — pitna voda, zaht'ata na pozadovanou teplotu.

Mnozstvi jednotlivych surovin bylo stanoveno na zdkladé doporucenych poméri pro

ptipravu kombuchy a uvedeno v tabulce niZe (Tabulka 1).

Tabulka 1: Mnozstvi pouzitych surovin

Surovina MnozZstvi na 1 litr vody

sypany caj 6 g =4 lzicky

bily cukr 80 g
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7 METODIKA

7.1 Priprava napoje kombucha

Kombuchy byly vyrdbény v doméacim prostiedi. Pii pfipravé fermentovaného napoje
kombucha je dulezit¢ dodrzovat spravné technologické postupy, které zajisti optimalni
podminky pro fermentaci a rtst symbiotické kultury bakterii a kvasinek (SCOBY).

Proces probihé néasledovné:
1) Piiprava caje
e Nejprve bylo pozadované mnozstvi vody pfivedeno k varu.

e Nasledné bylo do horké vody ptidano odpovidajici mnozstvi ¢erného caje.

Zeleny ¢aj byl vlozen do nevrouci vody o teploté cca 80 °C.

e Caj byl extrahovan po dobu 10 minut, ¢&imZ doglo k uvoln&ni aromatickych

a dalSich slozek.
e Vylouhovany ¢aj byl scezen pftes sitko.
2) Slazeni ¢ajového vyluhu

e Do scezené¢ho c¢ajového vyluhu bylo pfiddno potiebné mnoZzstvi cukru,

ktery slouZi jako substrat pro mikrobialni fermentaci.
e Cukr bylo nutné pomoci michani zcela rozpustit.
3) Fermentace

e Caj bylo nutné nechat zchladit na teplotu kolem 40-50 °C, aby mohl byt pfidan
ke kombuchové ,,houbé* (SCOBY).

e Pro fermentaci byly pouzity sklenéné nadoby. Nadoba byla zakryta papirovym
kuchyniskym ubrouskem. Fermentace probihala pifi pokojové teploté¢ a mimo

slune¢ni zateni po dobu 5 dnti (Obrazek 11).

Po péti dnech fermentace byly odebrany vzorky kombuchového népoje
k mikrobiologickému rozboru. Po této dobé byla také odebrana vétSina zfermentovaného
napoje a nahrazena nov¢ pfipravenym oslazenym cajem. Ten slouzil jako Cerstvy substrat
pro dalsi fermentacni cyklus. Thned po pfidani nového slazeného ¢aje byly odebrany dalsi
vzorky, které slouZily k analyze zmén mikrobiologického sloZeni napoje v €asnych fazich

fermentace.
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Pti odebirani zfermentované tekutiny je dilezité vzdy ponechal jeji ¢ast pro dalsi cykly.
Tato zfermentovana ¢ast z predchozi varky podporuje funkci SCOBY, slouzi jako inokulum,
nebot’ obsahuje Zivé kvasinky a bakterie v aktivnim stavu, a navic pisobi jako stabilizator

pH — diky kyselému prostiedi se zpomaluje mnozeni neZadoucich mikroorganizmil.

Obrazek 11: Modelovy vzorek kombuchy

7.2 Izolace vybranych mikroorganizmi z kombuchy

Pro izolaci byly vybrany nasledujici rody mikroorganizmii — octové bakterie, mlé¢né tyCinky

(probiotické bakterie) a kvasinky.

Pro izolaci mikroorganizmi byly provedeny odbéry vzorkli kombuch vzdy po 5 dnech
fermentace a po pridani nového substratu (slazeného ¢aje). Tyto odebrané vzorky slouzily
jako vychozi suspenze. Suspenze byly nasledné podle potieby nafedény metodou
desetinasobného fedéni. Pfipravené fedéné vzorky byly nasledné aplikovany na Petriho
misky s vhodnymi kultiva¢nimi piidami pomoci pfistroje Spiral plater. Pfistroj byl nastaven
na log mode 50ul. Misky byly inkubovany za specifickych podminek dle typu cilovych

mikroorganizm s cilem ziskat izolované kolonie.

Kultivace kvasinek probihala na pidé CHYGA pii laboratorni (pokojové) teploté
po dobu 5 dnti. Pro izolaci bakterii mlécného kvasSeni (zejména mlécnych ty¢inek) bylo tieba

kultivovat na MRS agaru v anaerobni atmosféie pii teplot¢ 30 °C po dobu 2-3 dnd.
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Pro izolaci octovych bakterii byla nutnd kultivace na Acetobacter agaru za aerobnich

podminek pii teploté 30 °C po dobu 2 dni.

7.3 Identifikace vybranych kolonii

Po tspésné kultivaci a ziskani jednotlivych kolonii nasledoval vybér vhodnych
mikroorganizmt k identifikaci. V prvni fazi bylo nezbytné ziskat Cisté kultury, a proto byly

vybrané kolonie opakované ptfeoCkovavany na Cerstvé ptdy.

Pro zjisténi typu mikroorganizmu a ovéfeni Cistoty bylo provedeno Gramovo barveni.
Obarveni izolatd umoznilo rozlisit bakterie (grampozitivni a gramnegativni) a kvasinky.
Na zakladé¢ mikroskopické morfologie (tvar, velikost, typ bunc¢k) a makroskopického
vzhledu kolonii (barva, struktura, povrch, okraje) byly vybrany reprezentativni kolonie pro

dalsi analyzu.

7.3.1 Izolace DNA

Z vybranych Ccistych kultur byla néasledné provedena eluce DNA. K izolaci byl pouzit
komeréné dostupny kit (DNeasy Blood & Tissue Kit) s pracovnim postupem.

1. Do zkumavky Eppendorf bylo napipetovano 200 pl pufru PBS, do kterého bylo
pomoci sterilni klickou naneseno dostatecné mnozstvi kultury za tcelem vytvoreni

suspenze.

2. Do kazdé zkumavky se suspenzi bylo pfidano 20 pl proteinazy K a nasledné i 200 pl
pufru AL. Smés byla promichana na vortexu a poté inkubovana pti 56 °C po dobu
10 minut. Tato inkubace umoznila proteindze K proteolyticky narusit buné¢né stény,

coz umoznilo uvolnéni DNA do extracelularniho prostoru.

3. Po inkubaci bylo ke smési pfidano 200 ul 96 % etanolu a opét nésledovalo

promichéani na vortexu.

4. Cely obsah zkumavky byl pfenesen do DNeasy Mini spin kolony s filtra¢ni
membranou, kterd byla umisténa do sbérné nadobky. Vzorky byly centrifugovany

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

5. Roztok, ktery protekl do sbérné zkumavky (s obsahem zbytkovych necistot),

byl odstranén. Kolona s filtracni membréanou byla vloZena do nové sbérné nadoby.
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6. Za ucelem odstranéni zbylych necistot a proteinovych c¢astic, bylo pfidano 500 pl
promyvaciho pufru AW1, nasledovalo centrifugovani po dobu 1 minuty. Pritok opét

byl odstranén a spin kolona pfenesena do nové sbérné zkumavky.

7. Kdruhému promyti bylo pouzito 500 ul pufru AW2, a poté byla kolona

centrifugovana po dobu 3 minut. Pritok byl opét odstranén.

8. Kolona byla pfenesena do sterilni mikrocentrifugacni Eppendorf zkumavky.
Pro eluci DNA bylo pouzito 50 ul AE pufru pfedem zahtéatého na 60 °C. Po ptidani

pufru nasledovala inkubace pii laboratorni teploté po dobu 5 minut.

9. Nasledovalo finalni centrifugovani, béhem kterého doslo k ziskani eluatu s DNA,

ktera byla zachycena ve spodni ¢asti zkumavky.

Po extrakci byla u kazdého vzorku zméfena koncentrace izolované DNA pomoci
pfistroje Tecan. Pro méfeni byly pouzity mikrodesticky (Obrazek 12), do jejichz
jednotlivych jamek bylo naneseno 2 pl AE pufru (10 mM Tris-Cl, 0.5 mM EDTA, pH 9.0),
ktery slouzil jako blank. Po zméfeni blanku byly do jednotlivych jamek pipetovany vzorky
DNA rovnéz v objemu 2 pl. Nésledné¢ byla zmétfena koncentrace pomoci vinové délky

260 nm a 280 nm.

A
B
c
D
E
F
G
H

Obrazek 12: Desticka k méfeni koncentrace DNA na pfistroji Tecan

7.3.2 PCR reakce

Izolovanou DNA slouzila jako templat pro polymerazovou fetézcovou reakci (touch-down

PCR). Cilem bylo amplifikovat iseky DNA pro naslednou sekvenacni analyzu.

V prvni fadé bylo tfeba pfipravit reakéni smés, kterd obsahovala primery (forward

a reverse), master mix a PCR vodu (nukleazoveé ¢istou). Pro bakterie a kvasinky byly pouzity
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odlisné specifické pary primerti, které umoziuji cilené pomnozeni vybranych sekvenci.
U bakterii byly pouzity primery forward FD1 (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG)
areverse RDI1 (5'-AAGGAGGTGATCCAGCC). [95] Pro kvasinky slouzily nésledujici
primery: NL1 (5'-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG) jako forward [96] a LR6 jako
reverse (5'-CGCCAGTTCTGCTTACC) [97].

Do jamky mikrotitracni desticky (Obrazek 13) bylo napipetovano vzdy celkem 24 pl

reakéni smési:
e 0,5 ul forward primer,
e 0,5 pl reverse primer,
e 12,5 ul PCR master mix,
e 10,5 ul PCR voda.

Pro PCR reakci byl pouzit konkrétné VWR® Red Taq DNA Polymerase Master Mix.
Tento mix je pfedem namichany roztok s potiebnymi slozkami pro PCR. Obvykle obsahuje
dNTPs (deoxynukleotid trifosfat), enzym Taq polymerazu, MgCla, stabilizatory a zesilovace
reakce (enhancery) v reakénim pufru. [98] V tomto master mixu se vyskytuje
optimalizovany pufr: Tris-HCI (pH 8,5), (NH4)2 SOs a 1 % Tween® 20. MgCl» je nezbytny
kofaktor pro aktivitu Taq polymerazy, koncentrace MgCl. ve smési je obvykle 1,5 mM.
Taq polymerdza je termostabilni enzym izolovany z bakterie Thermus aquaticus,

ktery katalyzuje syntézu DNA béhem PCR cykli.

Ke kazdé napipetované smési bylo ptidano 1 pl izolované DNA. Jedna jamka ziistala
bez ptidané DNA a slouzila jako negativni kontrola reakce, ktera méla detekovat pfipadnou

kontaminaci.

Obrazek 13: Mikrotitracni desti¢ka se smési pro PCR s izolovanymi vzorky DNA
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PCR reakce byla provedena na pfislusném termocykleru (BIO-RAD CFX96 Real-Time
Systém, 1000 Touch) s programem optimalizovanym pro pouzité primery a podminky

reakce. Amplifikacni reakce trvala piiblizn€ dvé hodiny.

Obrazek 14: Termocykler BIO-RAD pro polymerdzovou fetézcovou reakci

V prvni fazi byla spusténa Gvodni denaturace pfi teploté 95 °C na 180 sekund. Ta zajistila

rozvolnéni dvousroubovice DNA. Poté nasledovalo 10 cykli téchto krok:
e denaturace pfi teploté 95 °C po dobu 30 s,

e naseddni primeri (annealing) pii teplot¢ 62 °C po dobu 30 s, pficemz

pii kazdém cyklu se tato teplota sniZila o0 0,5 °C,
¢ nasledovalo prodlouzeni (elongace) pti 72 °C po dobu 90 s.
Po téchto 10 cyklech nésledovalo 25 amplifikaénich cykli, které sestavaly z:
e denaturace pti 95 °C po dobu 30 s,
e annealingu pii 57 °C po dobu 30 s,
e aelongace pii 72 °C po dobu 90 s.

Nakonec probéhla zadveérecna elongace pii stejné teploté po dobu 10 minut.
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95°C | 95°C 95°C
3 min 30s — 72°C 30s 72°C 72°C
90s 57°C / 90s 10 min
30s
30s
10 cykll 25 cykll

Obrazek 15: Schéma nastaveni jednotlivych krokti PCR programu

7.3.3 Agarozova gelova elektroforéza

Pro provedeni elektroforézy bylo potieba piipravit gel. Na 250 ml pufru TAE (Tris-acetat-
EDTA) bylo navazeno 3,75 g agardzy (Obrazek 16). Smés byla rozpousténa pii zahievu v
mikrovinné troubé. Po mirném zchlazeni roztoku bylo pfiddno 5 kapek barvy
fluorescencniho barviva Red gel na zviditelnéni frakci v gelu. Roztok byl nanesen do formy

s hiebinky, které po ztuhnuti gelu vytvoftily jamky.

Obrazek 16: Agardzova smes pro piipravu gelu na elektroforézu
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Do jamek v gelu (Obrazek 17) byly naneseny po 5 pul PCR produkty jednotlivych vzorki
a molekuldrni markery (100 bp DNA ladder), které slouzi k uréeni délky fragmentt. Gelova
elektroforéza probihala ptiblizn€ 1 hodinu pii 120 V. Vysledky byly pozorovany
v transluminatoru pod UV svétlem o vlnové délce 365 nm, ¢imZ bylo moZné ovéfit

ptitomnost specifickych amplikoni.

Obrazek 17: Gel s nanesenymi PCR vzorky (pied elektroforézou)

7.3.4 Purifikace DNA

Amplifikovana DNA byla nasledné podrobena purifikaci. Cilem purifikace je docisténi,
odstranuji se zbytkové nelistoty (napf. enzymy), které by mohly negativné ovlivnit

sekvenaci. [99]

Existuje celd fada metod purifikace DNA, v praci jsem pouZzivala konkrétné
kit SPRIselect reagent vyuzivajici metodu na principu magnetické separace. Postup byl

nasledovny:

1. K20 pl vzorku bylo pfidano 16 ul roztoku s magnetickymi kulickami. Magnetické

kuli€ky maji schopnost se navazat na DNA.

2. Celé mnozstvi bylo ptfeneseno do nové desticky, ktera byla vlozena na magnet.

Dojde k oddé¢leni kulicek s navazanou DNA a supernatantu, ktery je tfeba odstranit.

3. Vzorky byly promyvany 180 ul 85 % etanolu, aby dosSlo k odstranéni zbylych
kontaminantli. Po chvili byl etanol odstranén a jeho zbytky vysusit v 60 °C po dobu

5 minut.
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4. K findlnimu uvolnéni DNA z kuli¢ek bylo ptidano 20 pl PCR vody, kterd byla

pfedem zahtata na 60 °C. Smés bylo tfeba promichat.
5. Vysledny supernatant s DNA byl uchovan pro identifikaci.

Vzorky byly odeslany ksekvenaci do specializované laboratofe SEQme.
Vysledna sekvence DNA poslouzila k findlni identifikaci mikroorganizm na zaklad¢
porovnani s databazemi. Konkrétné¢ byl pouzivan program Nucleotide BLAST z databaze
National Library of Medicine — National Center for Biotechnology Information

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
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8 VYSLEDKY A DISKUZE

8.1 Izolace mikroorganizmii z kombuch

Odbéry vzorki kombuch byly provadény 0. den (tj. po ptfidani nového slazeného caje)
apo 5 dnech fermentace (Obrazek 18). Prvni kombuchy byly vyrdbény z Cerné¢ho caje,

po 30 dnech byly "celul6zové houby" fermentovany v nalevu ze zeleného cCaje.

Ssa -+ o ' + /_-_I 4 _.._; &0 I~I-¢-_
g Caj ' __ Y

VY

| Doba fermentace |

I Frekvence odbérh vzorkd l
O.den S.den

Obrazek 18: Schéma frekvence odbéra vzorku

Po ptislusné kultivaci narostly na pozadovanych pevnych pidach kolonie s riznymi

morfologickymi vlastnostmi (Obrazek 19) — napt. riznym zbarvenim, velikosti apod.

Obrazek 19: Nartst kolonii na Acetobacter agaru (vlevo) a CHYGA (vpravo)
inokulovanych pomoci Spiral plateru
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Obrazek 20: Nartst kolonii na Acetobacter agaru — viditelné precipitacni zoény

Na agaru pro izolaci octovych bakterii se vyskytovaly také kolonie s precipita¢ni zénou
(Obrazek 20). Nekteré bakterie rodu Acefobacter jsou schopny vytvaret zonu precipitace
diky produkci extracelularnich polymernich latek anebo pfi reakci napt. kyseliny octové

s latkami obsazenymi v médiu, jako jsou vapenaté soli. [100]

8.1.1 Hodnoceni naristu mikroorganizmii kombuch z ¢erného caje

Pocet narostlych kolonii byl odecten pomoci pfistroje Sphere Flash, ktery umoZziuje
automaticky spocitat kolonie narostenych mikroorganizmi. Zaroven byla také vyhodnocena
hodnota CFU/ml (Colony Forming Units) a byly vypocteny piislusné pruméry. CFU udava
pocet Zivotaschopnych mikroorganizmu ve vzorku, které jsou schopné vytvoftit kolonii na

zivné pide. Tyto zminéné hodnoty jsou uvedeny v tabulce nize Tabulka 2).

Vzorky byly odebrany vzdy po 5 dnech fermentace (oznaceni 1*) a poté v nultém dni
fermentace (oznaCeni 2%*), tj. po odebrani Casti zkvaSen¢ho napoje a ptidani nového
substratu. Vzorky byly odebirdny z tekuté casti kombuchy po dostateném promichéni.
Jesté je potfebné zminit, Ze ve vétSiné pripadl mél biofilm tloustku kolem 2 cm. Vyjimkou
byly pocatecni faze nasady ziskané z e-shopu Vital Country. Tento biofilm zesilil az po

nekolika fermentacnich cyklech.
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Tabulka 2: Primérné hodnoty CFU/ml u jednotlivych vzork kombuch — ¢erny ¢aj

CFU/ml

Vzorek* CHYGA AA MRSA
IF 1,98-10° 2,80-10° 3,97-10°

2F 1,16-10° 1,08-10° 1,48-10°
ITS 5,03-10¢ 9,98-10* 6,97-10°
2TS 1,25-10° 1,43-10° 1,14-10°
1vC 1,88-10° ND 1,86-10°
2VC 1,28-10° ND 3,30-10°

*F = Fermentarum, TS = Tvofivy svét, VC = Vital Country, 1 = po 5 dnech fermentace, 2 = nulty den

fermentace, ND = nariist nedetekovan

Z dostupnych vypoctenych hodnot CFU byly vypocteny priméry poctu mikroorganizmii
vyrostenych na jednotlivych ptidach pro kazdy vzorek zvIast. Priméry pro sadu vzorki
z kombuch z ¢erného €aje jsou uvedeny v Tabulka 2, pfi¢emZ nejvyssi primérné hodnoty
jsou v tabulce zvyraznény. Na piadé¢ CHYGA bylo v priméru nejvice kolonii kultivovano ze
vzorku 1TS*, byla vypoétena primérné hodnota 5,03-10° CFU/ml. Z téhoz vzorku bylo
nejvice izolovanych kolonii také na pidé MRSA. Byla ziskdna nejvyssi hodnota CFU/ml,
ato 6,97-10°. Co se tyée zivné piidy AA, nejvice izolath bylo ze vzorku 1F* — 2,80-10°
CFU/ml.

.
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Obrézek 21: Pocty mikroorganizmt vyrostené v kombuse z ¢erného caje — F*
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Na Obrazek 21 vyse jsou znazornény vysledné pocty kolonii vypoctené z praiméra CFU/ml,
které byly ziskany ze vzorku kombuchy pfipraveného z Cerného caje s biofilmem
pochazejicim z e-shopu Fermentdrum [93], jak z odbé&rl na pocatku fermentac¢niho procesu,

tak 1 po 5 dnech fermentace.

Po 5 dnech fermentace byl zaznamenan nejvyssi pocet kolonii na padé CHYGA
pro izolaci kvasinek. Celkové vice mikroorganizmti bylo ziskano u vzorkd odebranych
fermentaci, kvasinky produkuji etanol, které je ndsledné zpracovavan octovymi bakteriemi

a tvoii se kyselina octova a celul6zovy biofilm.

Po vypoctenych primérech CFU/ml si lze vSimnout, Ze nejvyss$i hodnota byla
pozorovéana na pidé CHYGA - 1,98-10° CFU/ml pro vzorek 1F*. Co se ty&e vzorku 2F*
odebraného 0. den, tak nejvyssi poCty kolonii byly zaznamenany také na padé pro kvasinky,
pficemz priimérna hodnota CFU/ml ¢inila 1,16-10°. Mikroorganizmy byly pfitomny jiz
od zacatku fermentace, protoze do kazdého nového fermenta¢niho procesu byla ptidana ¢ast

zfermentovaného nalevu z ptedchozi varky.
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Obrazek 22: Pocty mikroorganizmi vyrostené v kombuse z ¢erného ¢aje — TS*

V piipadé kombuchy pochézejici ze internetového zdroje Tvotivy svét [92] byl nejvyssi
nartist zaznamenan na pevné piidé MRS u vzorku 1TS*, jak lze vidét z grafu (Obrazek 22).
Nejvice mikroorganizmil, konkrétné¢ 6,97-10° CFU/ml, bylo odefteno ztohoto agaru

se vzorkem odebranym po fermentaci.
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Na Petriho miskach s pevnou ptidou AA byl zaznamenan niz§i nértst v porovnani

s ostatnimi agary, pficemz hodnoty 1TS a 2TS se nejvice lisily.
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Obrazek 23: Pocty mikroorganizmt vyrostené v kombuse z ¢erného ¢aje — VC*

Na Obrazek 23 jsou uvedeny vypoctené hodnoty CFU/ml, pfi¢emz jsou srovnany odbéry
napoju 0. a 5. den fermentace. Celuldzovy biofilm pochazel ze zdroje Vital Country [94].
Nejveétsi narlist mikroorganizmil se ukazal na pidé CHYGA. Na miskach s Acetobacter
agarem s izolaty ze vzorku odebraného 0. den bylo zaznamenano pouze nékolik malo
kolonii, nicméné pii zohlednéni programu ockovani pomoci Spiral plateru se pocet CFU/ml

pohyboval fadove v jednotkach tisici.

Tato absence riistu mize byt vysvétlena n€kolika faktory souvisejicimi s podminkami
fermentace a biologickymi vlastnostmi octovych bakterii. V prvé fadé mohl byt pouzity
objem nasady maly a fermentace béhem 5 dnli nestihla prob&hnout — nalev zlstal stale
sladky. Da se tedy predpokladat, Ze fermentace nebyla dostatetné¢ pokrocila, a tedy
podminky pro rozvoj octovych bakterii nebyly vhodné. Pravdépodobné se nevytvotilo

dostatek etanolu, ktery je pottebny pro aktivitu octovych bakterii.

Dal$im odivodnénim, pro€ neprobéhla fermentace mize byt to, Ze byla houba vlozena
do vétsiho objemu piipraveného cajového ndlevu s cukrem. Mikroorganizmy nebyly

dostate¢n¢ aktivni pro pfeménu veétsSiho mnozstvi substratu.

Pfi porovnani poctu izolovanych kolonii z grafu (Obrazek 23) bylo opét potvrzeno,
ze veétsi nariist mikroorganizmi byl po kultivaci vzorkli odebranych po 5 dnech fermentace.

Z grafu navic vyplyva, ze vice se liSily poCty narostlych kolonii na pidé MRSA.
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8.1.2 Hodnoceni naristu mikroorganizmi kombuch ze zeleného caje

Vzorky kombuchy vyrobené z nélevu ze zeleného €aje byly odebirany za stejnych podminek
jako u kombuch z ¢erného ¢aje — 5. a 0. den fermentace. OznaCeni vzorkl je také totozné

jako u izolatti kombuch z ¢erného ¢aje — F*, TS*, a VC*.

Tabulka 3: Priimérné hodnoty CFU/ml u jednotlivych vzork kombuch — zeleny ¢aj

CFU/ml

Vzorek* CHYGA AA MRSA
1F 2,68-10° 2,69-10° 3,01-10°

2F 5,51-10° 5,65-10* 2,80-10°
1TS 2,47-10° 3,89-10° 1,60-10°
2TS 7,58-10° 8,51-10* 4,40-10°
1vC 1,61-10° 1,44-10° 2,03-10°
2VC 2,73-10° ND 1,91-10°

*F = Fermentarum, TS = Tvofivy svét, VC = Vital Country, 1 = po 5 dnech fermentace, 2 = nulty den

fermentace, ND = nartst nedetekovan

V Tabulka 3 jsou uvedeny primérné hodnoty CFU/ml spocitané pro dané vzorky
kombuchovych napoji vyrobenych zndlevu zeleného caje. Nejveétsi nartst kolonii byl
pozorovan na pudach pro kvasinky a pro octové bakterie konkrétné u vzorku 1F*. Jednalo
se o téméi stejné hodnoty CFU/ml: 2,68-10°a 2,69-10°. Na ptidé MRSA byl zaznamenéan
nejvyssi nartist mikroorganizmii 4,40-10% CFU/ml — izolované ze vzorku 2TS*. Soudasné

je to 1 nejveétsi pocet kolonii ziskany ze vSech vzorki se zelenym Cajem.

Celkové bylo vice mikroorganizmi izolovano ze vzorkil kombuchy ze zeleného caje,
pfitomno vice aktivnich mikroorganizmu. Jak bylo psdno na zacatku této kapitoly (8.1),
prvni probihala vyroba kombuch a fermentace v nalevu z ¢erného ¢aje, az poté ze zeleného

caje.
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Obrazek 24: Pocty mikroorganizmi vyrostené v kombuse ze zeleného ¢aje — F*

V grafu na Obrazek 24 jsou vyznaceny vypoctené primémé hodnoty poc¢tu narostenych
mikroorganizmi (vyjadiené jako log CFU/ml) ziskanych z kombuchy vyrobené ze zeleného

¢aje. Pivodni nasada pochazi ze zdroje F*.

U analyzovaného vzorku 1F* si Ize v§imnout, Ze na v§ech 3 pidach byl nartst podobny,
zatimco vzorek 2F* ukazuje odlisné hodnoty, jak 1ze vycist z pfiloZzené¢ho grafu. U vzorku
2F* byl nejvétsi nartist mikroorganizmi pozorovan na pidé CHYGA s nejvyssi hodnotou
5,51-10° CFU/ml. Pfi srovnani se vzorkem 1F* bylo zaznamendno méné izolatd, nebot

neprosel procesem fermentace (byl odebran 0. den).
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Obrazek 25: Pocty mikroorganizmi vyrostené v kombuse ze zeleného ¢aje — TS*
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Obrazek 25 znazornuje vysledky z analyzy poctu mikroorganizmi ve vzorku kombuchy
puvodem z Tvofivého svéta, pripravené ze zeleného Caje. Na puidaich CHYGA a AA
ptevysoval dle ocekéavani pocet narostlych kolonii ze vzorku odebrané¢ho 5. den fermentace
pocet mikroorganizmi v odbéru 0. den. Nicmén¢ na piidé MRSA tomu bylo naopak a vyssi
pocet narostenych kolonii bylo zjistén ve vzorku 2TS*, ktery byl odebran jesté¢ pred
pocatkem fermenta¢niho procesu. Vyssi pocet mikroorganizmli mize byt vysvétlen tak,

Ze pii nanaSeni na piidy pomoci Spiral plateru mohlo dojit naptiklad ke kontaminaci.
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Obrazek 26: Pocty mikroorganizmt vyrostené v kombuse ze zelené¢ho ¢aje — VC*

Posledni analyzovany vzorek byl ziskan z webové stranky Vital Country. Na Obrazek 26
je uveden graf, v némz jsou zndzornény pocty izolovanych kolonii na jednotlivych ptidach.

Byly srovnavany odbéry pted a po fermentaci (1VC* a 2VC*¥).

Primérné mnozstvi narostenych kolonii izolovanych ze vzorku 1VC* byl na vSech
pudach pomérné srovnatelny. Ve vzorku 2VC* se pocet izolovanych mikroorganizmi lisil
v zavislosti na pouzitém zivném agaru. Nejvice izolati bylo ziskano na pidé¢ MRSA.
Identifikace vybranych mikroorganizmi a jeji vyhodnoceni. Oproti tomu na ptidé pro octové

bakterie nebyla nalezena Zadna kolonie, tudiZ nebylo mozné vypocitat CFU/ml.

Nékteré z narostlych kolonii byly vybrany pro dal$i analyzu a byly pfeockovany na nové
pudy pomoci kiizového roztéru. Zvoleny byly kolonie o riznych morfologickych
vlastnostech, napt. zbarveni — nékteré mély rtizové zbarveni, jiné byly bilé, velikost,

konzistence apod.
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Jak bylo psano v metodické ¢asti 7.3 bylo nutné vicekrat tento proces zopakovat pro

vvvvv

mikroorganizmu s cilem ziskani jednotlivych ptecisténych kolonii (Obrazek 27 a Obrazek
28).

Obrazek 27: Vybrané izolované kmeny na pidé CHYGA

Obrazek 28: Vybrany izolovany kmen na Acetobacter agaru

Pomoci Gramova barveni byla néasledné prokazana dostatecna Cistota izolati. Navic diky
obarveni a zmikroskopovani bylo mozné rozeznat, zda se jedna o bakterie nebo kvasinky.
Na obrazcich nize mizeme vidét ptiklady ptecisténé kultury gramnegativnich tyc¢inek

(Obrazek 29) a kvasinek (Obrazek 30), které byly pozorovany pod mikroskopem.
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Obrazek 29: Gramnegativni ty¢inky po obarveni pozorované mikroskopem

Obrazek 30: Kvasinky pozorované mikroskopem

Z izolovanych a precisténych kolonii bylo vybrano celkem 47 mikroorganizmt pro dalsi
analyzu — izolaci DNA a jeji naslednou sekvenaci. 22 izolati pochéazelo ze vzorkti kombuch

ze zeleného caje a zbylych 25 izolatl bylo z kombuch pfipravenych z nalevu cerného caje.

V tabulkach nize (Tabulka 4 az Tabulka 6) jsou uvedeny izolaty kombuch z ¢erného
¢aje vybrané k nasledné identifikaci. Jsou zde zndzornény konkrétni vzorky kombuchovych
napoji a na jakych padach byly kmeny izolovany. Prvni kombuchy byly vyrabény z ¢erné¢ho

¢aje a pozdéji ze zeleného.
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Tabulka 4: 1zolaty vybrané k identifikaci z kombuchy z ¢erné¢ho ¢aje — zdroj Fermentarum

Vzorek kombuchy* Puda Oznaceni izolatu
IF CHYGA C06
2F CHYGA Co7
1F MRSA C09
2F MRSA C13
1F AA C17
IF CHYGA Co65
IF AA Co8
2F CHYGA C72
2F MRSA C78

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

V tabulce vySe jsou vypsany izolované kmeny z kombuchy z erného caje s ptivodem
ze zdroje Fermentarum. K dal$i analyze bylo vybrano celkem 9 kment — 5 vzorkl bylo
izolovano z kombuchy po 5 dnech fermentace a 4 vzorky byly odebrany na pocatku
fermenta¢niho procesu. V tabulce jsou uvedeny u kazdého vzorku také pida, na které byla
kolonie kultivovana. Z pidy CHYGA byly izolovany 4 kmeny, z pidy MRSA byly vybrany
3 izolované kmeny a z plidy AA byly kultivovany a zvoleny 2 kmeny.

Tabulka 5 ukazuje izolaty kombuch z ¢erného ¢aje z Tvofivého svéta. Vybrano bylo
8 kmenti, ztoho 4 izolaty jsou z fermentované kombuchy a 4 izolované kmeny jsou
z pocatku fermentace. Nejvice vybranych izolatt bylo z pudy CHYGA, 2 kmeny byly

kultivovany na agaru pro octové bakterie a posledni 2 kmeny jsou z pidy MRSA.
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Tabulka 5: Izolaty vybrané k identifikaci z kombuchy z ¢erného ¢aje — zdroj Tvorivy svét

Vzorek kombuchy* Puda Oznaceni izolatu
ITS AA C19
ITS CHYGA C20
2TS CHYGA C25
2TS AA C32
ITS MRSA C47
ITS CHYGA C49
2TS CHYGA C57
2TS MRSA C59

*TS = Tvortivy svét, | =po 5 dnech fermentace, 2 = odbéry z 0. dne fermentace

V Tabulka 6 jsou uvedeny zbylé vybrané kmeny k nasledné analyze. Kmeny byly izolovany

z kombuchy z ¢erného ¢aje s piivodni nasadou ze zdroje Vital Country.

Tabulka 6: 1zolaty vybrané k identifikaci z kombuchy z ¢erného €aje — zdroj Vital Country

Vzorek kombuchy* Pida Oznaceni izolatu
1vVC CHYGA Cl4
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 izolovany, a tedy i vybrany pouze 3 kmeny, nebot’ ndsada byla zatim
tenka a narast mikroorganizmii nebyl dostatecny. 5 kmeni bylo vybrano z pidy CHYGA

a 3 kmeny z piidy Acetobacter agar.

V tabulkach nize jsou zaznamenany izolaty z kombuch ze zeleného Caje, které byly
vybrany pro dalsi analyzu. V Tabulka 7 jsou uvedeny vzorky kombuch z nélevu zeleného
¢aje, ptiCemz puvodni houba byla z e-shopu Fermentarum. Tti kmeny pochézely z odbérii
po 5 dnech fermentace a 5 izolath bylo z odbéri hned po vyméné nového substratu. Nejvice
kmeni bylo kultivovanych na pidé¢ CHYGA (2 kmeny 1F a 2 kmeny 2F). Z pidy AA byly
vybrany 2 izolaty pro dalSi analyzu. Z pidy MRSA byl vybran po predchozim

morfologickém vyhodnoceni pouze 1 izolovany kmen.

Tabulka 7: 1zolaty vybrané k identifikaci z kombuchy ze zeleného ¢aje — zdroj

Fermentarum
Vzorek kombuchy* Puda Oznaceni izolatu
IF CHYGA 7107
IF CHYGA 7108
IF MRSA Z113
2F AA 7139
2F AA 7141
2F CHYGA 7142
2F CHYGA 7143
2F MRSA 7146

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

Tabulka 8 udava sedm vybranych kolonii izolovanych z kombuch ze zeleného ¢aje ptivodem
z Tvofivého svéta. Ctyfi kmeny byly izolovany zkombuchy po 5 dnech fermentace

a 3 kmeny pochézely z kombuchy z pocatku fermentace.
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Tabulka 8: Izolaty vybrané k identifikaci z kombuchy ze zeleného ¢aje — zdroj Tvotivy

svét
Vzorek kombuchy* Pida Oznaceni izolatu
ITS AA 780
ITS CHYGA 783
ITS CHYGA 784
ITS MRSA 789
2TS AA Z115
2TS CHYGA 7120
2TS MRSA 7123

* TS = Tvotivy svét, 1 =5. den fermentace, 2 = 0. den fermentace

Opét nejvice mikroorganizmii bylo izolovanych na ptidé CHYGA — 3 kmeny, jak Ize vidét
v tabulce 8. Z plidy pro octové bakterie byly vybrany pro analyzu 2 kmeny — jeden kmen
z odbéru po 5 dnech fermentace a jeden na pocatku fermentacniho procesu. To samé plati

pro izolaty z MRSA.

Tabulka 9: Izolaty vybrané k identifikaci z kombuchy ze zeleného €aje — zdroj Vital

Country
Vzorek kombuchy* Puda Oznaceni izolatu
1vVC CHYGA 795
1vVC CHYGA 796
1vVC MRSA 799
2VC AA 7127
2VC AA 7129
2VC CHYGA Z131
2VC MRSA 7134

*VC = Vital Country, 1 = 5. den fermentace, 2 = 0. den fermentace
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V tabulce 9 vySe jsou uvedeny zbylé izolaty z kombuch ze zelené¢ho caje pivodem
z Vital Country, které byly vybrdny pro finalni identifikaci. Tti kmeny byly izolované
z kombuchy 5. den fermentace — 2 izolaty byly z pady CHYGA a 1 z MRSA. Ctyfi kmeny
jsou vybrané izolaty z kombuchy se zelenym cajem, které byly odebrany na pocatku

fermentace po vyméné nového substratu.

8.1.3 Vysledky izolace DNA

Po extrakci DNA z vybranych vzorkd, jejiz postup je podrobné popsan v metodické ¢asti
této prace, byla spektrofotometricky zméiena koncentrace izolované DNA pomoci pfistroje
Tecan. Pristroj nasledné¢ automaticky detekoval absorbanci pii 260 nm a piepocital
jina koncentraci DNA. Zaroven bylo mozné ovéfit Cistotu eluované DNA pfi absorbanci

280 nm. Ziskané koncentrace a informace o ¢istoté byly programem zobrazeny v excelu.

Na uvedeném Obrazek 31 je znazornéno vyhodnoceni z méfeni koncentrace a Cistoty
na pfistroji Tecan. Tyto zméfené vzorky pochdzeji z izolath z kombuch z ¢erné¢ho Caje.
Jednotka ng/ul je pro zmétenou koncentraci a ratio je Cistota izolované DNA, tedy pomér

absorbance 260/280 nm.

1 2

Abs Value Abs Value

260  0,0143 OD 14,3 ng/pl | 260  0,0499 OD 49,9 ng/pl

A 280 0,0069 OD 2,07 ratio | 280 0,0233 OD 2,14 ratio
Abs Value Abs Value

260  0,0076 OD 7,6 ng/pl | 260  0,0494 OD 49,4 ng/pl

B 280 0,0037 OD 2,05 ratio | 280 0,0245 OD 2,02 ratio
Abs Value Abs Value

260  0,0141 OD 14,1 ngfpl | 260  0,0009 OD 9,9 ng/pl

C 280 0,0071 OD 1,99 ratio | 280 0,0043 OD 2,3 ratio
Abs Value Abs Value

260  0,0085 OD 8,5 ng/pl | 260  0,0006 OD 9,6 ng/pl

D 280 0,0038 OD 2,24 ratio | 280 0,0045 OD 2,13 ratio
Abs Value Abs Value

260  0,0638 OD 63,8 ng/pl | 260  0,0308 oD 30,8 ng/pl

E 280 0,0314 OD 2,03 ratio | 280 0,0143 OD 2,15 ratio
Abs Value Abs Value

260  0,0165 OD 16,5 ngfpl | 260  0,0077 OD 7,7 ng/pl

F 280 0,0077 OD 2,14 ratio | 280 0,0039 OD 1,97 ratio

Obrazek 31: Vyhodnoceni zméfené koncentrace a €istoty vybranych izolovanych DNA

Legenda: A1 = C06, A2 = C09, Bl =C14,B2 =C17, Cl =C19, C2 =C20, D1 = C44, D2 = C45, E1 = C47,
E2=C49, F1 =C65, F2 = C68
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Dle uvedenych vysledkii byl nejvice koncentrovany vzorek s ¢islem C47. Na druhou stranu
nejmensi naméfend koncentrace byla u vzorku ozna¢eném C14. U vSech vzorku se Cistota

pohybovala kolem 2,00, coz ukazuje na dostatecnou kvalitu DNA pro nasledujici PCR.

8.1.4 Vyhodnoceni PCR reakce a elektroforézy

Pro potvrzeni spravné provedené PCR byla provedena elektroforéza. Nize je uveden
Obrazek 32 z prvni elektroforézy, kdy byly pouzity primery pro bakterie (FD1 a RDI),
u nichz byl ocekavan produkt o velikosti ptfiblizn¢ 1500 bp (part bazi). Vzorky s méné
vyraznymi frakcemi byly podrobeny 1 PCR s druhym parem primert (tj. pro kvasinky), kde
byla ptedpokladand velikost amplikonu 3 4005 000 bp.

Do gelu byly nanasely pro ohrani¢eni markery, které jsou vzdy na okrajich fadku (X,Y).
Pro kontrolu ¢istoty a spravného provedeni byla provedena negativni kontrola bez DNA

obsahujici stejny objem sterilni vody. Kontrola je oznacena na obrazku ¢islem O.

-y — — ﬂ.wm—u—v.v‘
& a-e -

Obrazek 32: Vyhodnoceni elektroforézy po PCR s primery FD1 a RD1

Nanasené vzorky do jamek v gelu: X; — C44, C20, C19, C17, C14, C09, C06, 0 (kontrolni vzorek), C45, C47,
C49, Co65, C68, C07, C13, C25 —Y,; Xo— C59, C57, C41, C40, C38, C34, C33, C32, C72, C78, Z80, Z83,
784,789, 795,796 — Y, ; X3 — 2127, 2123, 72120, Z115, Z113, Z108, Z107, Z99, 7129, Z131, Z134, Z139,
7141,7142,7143, 72146 — Y3
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Za ucelem zajisténi dostatecné Cistoty vzorku byla provedena purifikace DNA. Piecisténé
vzorky byly nasledné sekvenovany externi firmou. Od kazdého vzorku byly provedeny dvé

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

U nékterych sekvenovanych DNA se objevily nejednoznacné Casti, chyby, které bylo
nutné ruéné opravit pomoci programu DNA Baser Assembler.

#lr Chromatogram editor - A13BR.ab1
Assembly |og

FlA138R.ab1 CGCCCAGTCATTCCGAGCAACGCTAGCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCACGAARRTTTAGCCG
Ruler (x10) s % 7 ) % 12 1003 0
Manual sequence cleaning o+, Locat [ use rainbow color{@ Highlight low gquality bases Info line position
B | @ | ven | s e e IO 8 rignight low quaky , avs
a [[) Extended selection') Highlight mismatches A
Bur. _PEPErPE AR PR PR PE P nn e B AR R . . B FBe AP le - momm AR BEEEER
RESVNETNAVDRTNE X AAMD0 RN TR T B4 519 T 249 535 0N 90T 8B5S N NS 190 521 DWW MEMT VAT 10 BN K55I K4 4545 4545 5 4
]

Obrézek 33: Oprava sekvence s primerem reverse — kmen C13

Na Obrazek 33 je zndzornéna Cast ziskané sekvence izolovaného kmene CI13. Jedna se
konkrétné¢ o fetézec s primerem reverse RD1. Na obrazku lze vidét, Ze bazi na pozici
1003 nebylo mozné jasné urcit, ani program ji nerozpoznal automaticky, tudiz bylo nutné

opravit chybu v Assemleru ru¢né pted samotnym spojeni fetézcti reverse s forward.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download *  Selectcolumns  Show 100% | @
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results MSA Viewer
Max Total Query E Per.
Description Scientific Name Acc. Len
va ! e Score Score Cover value Ident = Accession
- - - = -

Gluconobacter sp. R75690 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Gluconobacter sp. R... 2499 2499 100% 0.0 100.00% 1480 MT355094.1
Gluconobacter potus strain LMG 1764 16S ribosomal RNA, partial sequence Gluconobacter polus 2499 2499 100% 0.0 100.00% 1472 NR_181154.1
Gluconobacter oxydans strain MH2 168 ribosomal RNA gene, partial sequence Gluconobacter oxydans 2492 2492 100% 0.0 100.00% 1368 OK178239.1

Obrazek 34: Vyhodnoceni sekvenace kmene C13 pomoci programu nBLAST

Na Obrazek 34 je vyhodnoceni finalni sekvence v programu nBLAST. Sekvence byla
srovnavana s ptisluSnou databazi a byla nalezena 100 % shoda se sekvencemi uloZzenymi
v databazi. JelikoZ nebylo jasné, o ktery druh se jedna, tak byl kmen identifikovan na rodové

urovni — Gluconobacter sp.
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8.1.5 Identifikované mikroorganizmy

Z celkovych 47 mikroorganizmii odeslanych k sekvenaci DNA bylo mozné identifikovat

44 kmenil. Z tohoto poctu bylo 29 kmenii zafazenych mezi kvasinky:

10 kmenti Brettanomyces bruxellensis,

9 kmenii nalezicich do rodu Zygosaccharomyces,
3 kmeny Starmerella davenportii,

4 kmeny Rhodotorula mucilaginosa,

2 kmeny Saccharomyces cerevisisae,

1 kmen Filobasidium wieringae.

Zbylych 15 kmeni nélezelo mezi bakterie:

7 kment do rodu Gluconobacter sp.,

2 zéstupci druhu Komagataeibacter rhateicus,

1 izolat do rodu Micrococcus,

2 zastupci do rodu stafylokokl — S. haemolyticus a S. pasteuri,
1 kmen druhu Stenotrophomonas maltophilia,

1 kmen Corynebacterium falsenii,

1 kmen byl oznacen jako nekultivovany bakterialni klon.

Z celkovych 47 vzorkii DNA nebylo mozné identifikovat 3 kmeny (Z108, Z141

a Z115). Sekvence nebyly dostatecné Cisté, tudiz je nebylo mozné rozeznat ani programem

BLAST.

V néasledujicich c¢tyfech tabulkdch jsou uvedeny jednotlivé identifikované kmeny

z konkrétnich vzorkd kombuch, jak z ¢erného, tak i ze zeleného €aje a k nim 1 pfislusna

identifikaéni skore.
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Tabulka 10: Identifikované mikroorganizmy z kombuchy z ¢erného ¢aje — odbéry 5. den

fermentace
Oznaceni kmene* | Identifikovany mikroorganizmus | Identifika¢ni %
CO06-F Zygosaccharomyces bailii 93,02
C65-F Saccharomyces cerevisiae 96,34
CO09-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 = Fermentarum, TS = Tvofivy svét, VC = Vital Country

V tabulce 10 jsou vypsany identifikované mikroorganizmy ze vzorkli kombuch z ¢erného

¢aje, které byly odebrany po 5 dnech fermentace. Oznaceni vzorku obsahuje také informaci,

zjaké nasady byla kombucha vytvotena. U kaZzdého mikroorganizmu je také uveden

uvedeno skore identifikace v % neboli procentudlni

shoda sekvenované DNA

s mikroorganizmy v databazi. Jinymi slovy se da fict, Ze se jedna o % podobnosti sdilené se

sekvencemi ulozenymi v databazi nBLAST.

Z kombuchového napoje z ndlevu cerného ¢aje bylo celkem izolovano a identifikovano

12 mikrobialnich kment, z ¢ehoZ 8 kment byly kvasinky a 4 kmeny bakterie (zvyraznény

oranzove).
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Z kombuchy snéalevem c¢erného c¢aje bylo 5 kmeni identifikovano ze zdroje
Fermentarum (3 bakterialni a 2 kvasinkové kmeny). Ctyfi izolaty byly z kombuchy piivodem
ze zdroje Tvotivy svét (1 kmen bakterie, 3 kmeny kvasinek) a z nasady Vital Country byly

identifikovany 3 kmeny kvasinek.

Identifika¢ni skore s hodnotou vyssi nez 99 % mitize byt povazovana za jednoznacnou
identifikaci. V tabulce jsou tyto hodnoty vyznaceny tu¢né. Pfi niz§im procentu identifikace
je mozné, ze izolované kmeny mikroorganizmi nebyly dostatecné Cisté, vysledky sekvenace
obsahovaly neptesnosti, coZ vyzadovalo dodatecné upravy. Se 100 % byla piesna
identifikace kmene C49 a jednalo se o kvasinku Starmerella davenportii. Naopak s nejnizsi
presnosti byl identifikovan kmen s oznacenim C68, ktery patii mezi bakterie

a s identifika¢nim skore 91,7 % byl zatfazen do rodu Micrococcus.

Starmerella davenportii je mén& znamy, ale vyznamny druh kvasinky, ktery byl
identifikovan v nékolika studiich zabyvajicich se mikrobidlni diverzitou kombuchy.
Vysledky nékterych vyzkumi ukézaly, ze ma tento druh potencidl pifi tvorbé aroma
a zaroven prispiva k unikdtni chuti fermentovaného napoje. Navic nékteré kmeny tohoto
rodu byly zkoumany pro své probiotické vlastnosti, vcetné schopnosti piezit

v gastrointestinalnim traktu a potencialné ptispivat k zdravi stfevniho mikrobiomu. [101]

Ve vzorku kombuchy z ¢erného cCaje, ktery byl odebran po 5 dnech fermentace byly
nalezeny mikroorganizmy, které se bézn¢ vyskytuji v kombuchovém napoji. [46] [77] AvSak
vyjimkou je rod Micrococcus. Tento rod neni typickou soucasti mikrobidlniho spolecenstvi
SCOBY. Jedna se spiSe o kontaminant z vné&j$iho prostiedi. Jeho pfitomnost miize byt

dasledkem nedostate¢né hygieny béhem piipravy nebo fermentace.

V ptipadé izolath z kombuchy z ¢ern¢ho caje odebrané 0. den (Tabulka 11) byly
identifikované mikroorganizmy rGznorod€j$i v porovnani sizolaty z prvniho odbéru
(Tabulka 10). Dokonce vice kmenli bylo dle vetejn¢ dostupné databaze identifikovano
se skore vy$§im nez 99 %. I1zolovano bylo 13 kment, z toho 5 fadime mezi bakterie, 8 kment

bylo identifikovano jako kvasinky.

Nejvice identifikovanych kmeni bylo zkombuchy ze zdroje Vital country.
Dalsi 4 kmeny byly z kombuchy s houbou z Tvotfivého svéta a zbylé 4 kmeny pochézely

z kombuchy ze zdroje Fermentarum.
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Tabulka 11: Identifikované mikroorganizmy z kombuchy z ¢erného ¢aje — odbéry 0. den

fermentace
Oznaceni kmene* | Identifikovany mikroorganizmus | Identifikac¢ni %
CO07-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 = Fermentarum, TS = Tvofivy svét, VC = Vital Country

Se 100% presnosti byl identifikovan kmen oznafen C13, ktery byl zafazen do rodu
Gluconobacter. Dalsi identifikovanou bakterii byl Komagataeibacter rhateicus,
s podobnosti sekvence 99,84 %. VétSinou se jednda o dominujici bakterie podilejici se

na fermentaci kombuchy. [46]

Ze vzorku odebraného hned po vyméné nového substratu byly kromé bézné
kombuchové mikrobioty izolovany také bakterie, které casto nejsou schopny piezivat kyselé
prostiedi. Napftiklad byly identifikovany nékteré druhy rodu Staphylococcus. Tyto bakterie
by se nemély vyskytovat v kombuse, nebot’ se jednd o kvaSeny népoj, ktery obsahuje
kyselinu octovou a dalsi organické latky. Diky témto latkach mé antimikrobidlni vlastnosti
a patogeny se v ni zpravidla dlouho neudrzi. Jak je uvedeno v publikaci o bakteridlnich

patogenech ve fermentovanych ¢ajich [102], kontaminace mlZe nastat v pocatecnich fazich
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fermentace, nez dojde k dostate¢nému snizeni pH na uroven pro inhibici patogend. Jelikoz
byl odbér vzorku provadén na pocatku fermentace, je vyskyt téchto mikroorganizmii
teoreticky mozny. Navic konkrétné Staphylococcus pasteuri, izoldt C41, je bézné se
vyskytujici druh stafylokoka, napi. v ptd€, vod¢€, potravinach, nebo muize byt soucasti

mikrobioty lidi a zvifat. [103]

Kromé vySe zminovanych byl izolovan také bakteridlni druh Stenotrophomonas
maltophilia. Jedna se o oportunni patogen, gramnegativni aerobni tyCinky, vyskytuje se
v pud¢, vode nebo v nemocni¢nim prostiedi a mize byt pivodcem infekci. [104] Jeho vyskyt
v kombuse jako finalnim produktu neni zddouci a vyskyt naznacuje kontaminaci z prostiedsi,

naptiklad ze surovin nebo nedostate¢né hygieny béhem piipravy.

I kdyz nejsou zndmy vyzkumy zabyvajici se ptimo vyskytem této bakterie v kombuse,
nekteré studie se vSak zaméfily na antimikrobidlni G¢inky bioaktivnich latek obsazenych
v zeleném caji, predevsim epigallokatechin-3-galatu (EGCg). Jedna ze studii, publikovana
v Casopise PLOS ONE, prokazala vyraznou antibiotickou aktivitu EGCg vaci izolatim

Stenotrophomonas maltophilia. [104]

Dal$im izolovanym mikroorganizmem byla kvasinka Rhodotorula mucilaginosa.
Tento druh kvasinky se bézné vyskytuje v prostredi, diky obsahu karotenoidnich pigmentii
tvoii do riizova zbarvené kolonie. [105] Pro svyj riist potfebuje kyslik a neni pfilis limitovana
substratem. V této praci byla izolovana na vSech tfech puidach — CHYGA, AA i MRSA
(Obr. 35).

Obrazek 35: Rhodotorula mucilaginosa na zivnych pidach MRSA, AA a CHYGA
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V rané fazi fermentace, jesté pii vys$$im pH kolem 5, neboli po pfidéni Cerstvého oslazeného
Caje, je prosttedi pfiznivéjsi pro rist riznych druhtt mikroorganizmi, vcetné
R. mucilaginosa. Jejich rust s klesajicim pH a také aktivitou jinych mikroorganizmi
podilejicich se na fermentaci byva inhibovan. Samoziejm¢ disledna hygiena a Cistota

pracovnich pomucek, fermentac¢nich nadob, je kli¢ova pro eliminaci kontaminantd. [105]

Mezi dominujici kvasinky, které byly v nasi studii izolovany z kombuch z ¢erného caje
patii Brettanomyces bruxellensis a zastupci rodu Zygosaccharomyces reprezentované druhy
Z. bailii, Z. rouxii a Z. kombuchaensis. V ramci hodnoceni kvasinkové slozky mikrobioty
byly v ndmi analyzovanych vzorcich kombuchy z ¢erného caje odebranych na pocatku
fermentace identifikovany 2 kmeny druhu B. bruxellensis a 3 kmeny rodu
Zygosaccharomyces. Ptitomnost téchto druhil je v souladu s vysledky z jinych studii [106],
které poukazuji na hojné zastoupeni rodu Brettanomyces v prostiedi fermentace kombuchy,
a to predevsim diky jejich schopnosti prezit v kyselém prostredi a pti nizké dostupnosti Zivin.
Druh B. bruxellensis je znamy svymi metabolickymi schopnostmi produkovat kyselinu
octovou a etanol, ¢imz vyznamné ovliviiuje jak organoleptické vlastnosti napoje, tak
dynamiku mikrobidlnich interakci. Kmeny Zygosaccharomyces sp. jsou také schopny
adaptovat se na kyselé prostredi a je tolerantni k obsahu etanolu. Diky t€émto vlastnostem

jsou schopny ptezivat i v pozd¢jsich fazich fermentace. [106]

V pocatecnich fazich fermentacniho procesu byl z kombuchy z ¢erného €aje izolovan
také druh Filobasidium wieringae. Tento druh neni bézné uvadén jako soucast mikrobioty
kombuchy [46], coZ naznacuje, Ze jeho vyskyt mlZe souviset s kontaminaci z vnéj$iho
prostiedi. Moznym zdrojem kontaminace muze byt pravdépodobné nedostatecna Cistota
nadoby nebo piipadné¢ kontaminace Cajovych listkli béhem skladovani. Jelikoz jsem
pracovala v domacich podminkéach, kde nebylo moZné dokonale zajistit sterilni prostiedsi,

je takova kontaminace mozna.

Vzhledem k tomu, ze v pocatecnich fazich fermentace je dostupnost cukru vysoka
amnozstvi aktivnich mikroorganizmi nizké, mtze F. wieringae doCasn¢é kolonizovat
fermentacéni prostiedi. Pozd¢ji byva konkurencnimi mikroorganizmy, jako jsou
Brettanomyces a Komagataeibacter, vytlaten, [77] . Takze by jeho vyskyt mél byt pouze
pfechodny, nez se za¢nou prosazovat mikroorganizmy, které se vyznamnéji podileji

na fermentaci kombuchového néapoje.

V tabulkach nize (Tabulka 12 aTabulka 13) jsou uvedeny identifikované kmeny

mikroorganizmi, které byly izolovany ze vzorki kombuch ze zeleného caje.
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V kombuchéch odebranych po 5 dnech fermentace (Tabulka 12) pochazely 2 kmeny
ze zdroje Fermentdrum, 3 kmeny z Vital Country a z posledniho zdroje bylo izolovano

nejvice kment, konkrétné 4 izolaty.

Tabulka 12: Identifikované kmeny z kombuchy ze zeleného ¢aje — odbéry po 5 dnech

fermentace
Oznaceni kmene* | Identifikovany mikroorganizmus | Identifika¢ni %
Z80-TS Gluconobacter sp. 99.84
7Z83-TS Gluconobacter sp. 99,76
Z89-TS Gluconobacter oxydans 99,92
Z84-TS Brettanomyces bruxellensis 100
795-VC Zygosaccharomyces kombuchaensis 98,53
796-VC Brettanomyces bruxellensis 100
799-VC Brettanomyces bruxellensis 100
Z107-F Brettanomyces bruxellensis 99,46
Z113-F Saccharomyces cerevisiae 95,90

*F = Fermentarum, TS = Tvofivy svét, VC = Vital Country

Celkem bylo identifikovano 9 kmentl, z nichz byly 3 kmeny bakterialni a 6 kment kvasinek.
V8echny bakterie patfily do rodu Gluconobacter. U kvasinek pievazoval druh
B. bruxellensis. Se 100 % ptesnosti byla identifikovana sekvence celkem 3 izolatl tohoto
druhu. Déle byly izolovany druhy Z. kombuchaensis a Saccharomyces cerevisiae. AvSak

tyto kmeny byly identifikovany s podobnosti sekvence nizsi nez 99 %.

V odebranych vzorcich Z80-Z113 byly identifikovany vSechny mikroorganizmy,

které byvaji béznou soucasti spolecenstvi kombuchy [46] [77].

V Tabulka 13 jsou uvedeny identifikované mikroorganizmy, které byly izolovany
z kombuch ze zeleného ¢aje na podatku fermentace. Ctyti kmeny byly ze vzorku kombuchy
Fermentarum, dalsi 4 z Vital Country a pouze 2 kmeny byly izolaty piivodem ze zdroje

Tvotivy svét.
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Tabulka 13: Identifikované kmeny z kombuchy ze zeleného ¢aje — odbéry 0. den

fermentace
Oznaceni kmene* | Identifikovany mikroorganizmus | Identifika¢ni %
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 = Fermentarum, TS = Tvofivy svét, VC = Vital Country

Identifikované druhy ztéchto rozborli byly vice rozmanité. U téchto odbérii bylo
identifikovano nejvice kmeni se 100 % shodou sekvence s kmeny ulozenymi v databazi.
Mezi né patfily 3 kmeny R. mucilaginosa, 2 kmeny B. bruxellensis a 1 kmen
Starmerella davenportii. Naopak s nejmensimi identifikaénimi procenty byly rozpoznany

2 izolované kmeny: bakterialni kmen Corynebacterium falsenii a kvasinka Z. bailii.

V nékterych studiich zabyvajicimi se mikrobiologickym sloZzenim kombuchy [107]
byly detekovéany sekvence pattici do rodu Corynebacterium. Avsak nalez tohoto druhu
je neobvykly. Jeho pritomnost mize byt disledkem kontaminace z prosttedi, surovin nebo

vybaveni pouzivaného béhem ptipravy népoje.

Mezi identifikovanymi kmeny oznacenymi Z120-Z146 néleZely 3 do skupiny bakterii
a zbylych 7 patfilo mezi kvasinky. Ze vSech vzorkl byl jeden kmen identifikovan jako
nekultivovatelna bakterie pfifazena neboli ,,uncultured compost bacterium clon* — sekvence

vykazovala shodu s nekultivovanym bakteridlnim klonem pochéazejicim z kompostu.
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Nicmén¢ jak dokazuji nekteré studie [108], v kombuse je bézny i vyskyt mlécnych
tyCinek — laktobacili a nové vytvofenych rodi puvodem zarazenych mezi laktobacily.
Vétsinou jsou pritomny v niz§ich poctech na pocatku fermentace a pozdéji, v pribéhu Casu,
muze jejich populace vzristat. V analyzovanych vzorcich se vSak mezi vybranymi
mikroorganizmy nevyskytovaly zddné kmeny naleZici mezi mlécné ty€inky. Pravdépodobné
5 dnil nebyla dostatecné dlouhd doba pro jejich rist. Mlééné bakterie se spise vyskytuji
a stavaji se dominantnéjSimi az v pozd¢jSich fazich fermentace, kdy se snizi dostatecné

pH prostiedi. [109]

Zygosaccharomyces sp. |
Stenotrophomonas maltophilia
Staphylococcus sp.

Starmerella davenportii
Saccharomyces cerevisiae
Rhodotorula mucilaginosa
Micrococcus sp.
Komagataeibacter rhateicus

Gluconobacter sp.
Filobasidium wieringae
Brettanomyces bruxellensis |

Identifikované mikroorganizmy

o

1 2 3 4 5 6 7 8

Pocet kmen( u jednotlivych vzork( kombuch

m1F m2F m1VC m2VvC m1TS m2TS

Obrazek 36: Zastoupeni identifikovanych kmenti mikroorganizma v kombuchach
z Cerného Caje

Legenda: F = Fermentarum, TS = Tvotivy svét, VC = Vital Country, 1 = odbér po 5 dnech fermentace,

2 = odbér na pocatku fermentace

Na obrazku 36 je znazornéno grafické zastoupeni vSech identifikovanych mikroorganizmi
v jednotlivych vzorcich kombuch z ¢erného ¢aje. Z grafu lze vycist, ze identifikované kmeny
kvasinek rodu Zygosaccharomyces se vyskytovaly ve vSech tfech vzorcich kombuch.
Dva kmeny tohoto rodu byly izolovany z analyzovaného vzorku 1VC. Mikroorganizmy
Stenotrophomonas maltophilia, Rhodotorula mucilaginosa a 2 kmeny z rodu stafylokokii

byly identifikovany pouze u vzorku 2VC.

Celkové si lze vSimnout, Ze mikrobiota se pomérné 1i8i u jednotlivych vzork.
Vyjimkou jsou vzorky 1TS a 2TS, jejichz mikrobiologické slozeni je dle rozbort velmi

podobné a v pribéhu fermenta¢niho procesu doslo jen k minimalnim zménam.
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Zygosaccharomyces sp.
uncultured comp. bact. clone I
Starmerella davenportii G
Saccharomyces cerevisiae G

Rhodotorula mucilaginosa

Identifikované mikroorganizmy

Gluconobacter sp. ]
Corynebacterium falsenii
Brettanomyces bruxellensis  IEE_ | ]
0 1 2 3 4 5 6 7

Pocet kmen( u jednotlivych vzorkd kombuch

m1F m2F m1VvC m2vC m1TS m2TS

Obrazek 37: Zastoupeni identifikovanych kmenti mikroorganizma v kombuchach ze
zeleného Caje

Legenda: F = Fermentarum, TS = Tvotivy svét, VC = Vital Country, 1 = odbér po 5 dnech fermentace,

2 = odbér na pocatku fermentace

Obrazek 37 predstavuje graf s identifikovanym poctem mikroorganizmt u konkrétnich
vzorkli kombuch ze zelené¢ho caje. Jednim z hlavnich rozdilti v porovnéni s pfedchozim
grafem je, ze nejvice kment bylo identifikovanych jako druh Brettanomyces bruxellensis.
Ze vzorku 2TS byly vybrany k identifikaci pouze 2 kmeny, z nichZ pouze 1 byl zafazen
k druhu Starmerella davenportii a druhy kmen nebyl pfesné identifikovan. Nejvice kmenii
Gluconobacter sp. bylo identifikovano ze vzorku 1TS. Dalsi mikroorganizmus se shodnou

sekvenci také s rodem Gluconobacter byl izolovan ze vzorku kombuchy 2F.

Na Obrazek 38 je znazornén graf vSech identifikovanych kment kvasinek
u jednotlivych odebranych vzorki kombuch. Osa y udavé piesny pocet identifikovanych
kmeni od danych taxond kvasinek. Pti studii zroku 2021 [46] bylo na pocatku
fermentac¢niho procesu izolovano vice osmotolerantnich kvasinek kvuli vy$§imu obsahu
cukru, napt. Zygosaccharomyces sp., po octovém kvaSeni zacinaly pfevazovat kmeny
odolngjsi viici kyselému prostiedi, jako je Brettanomyces sp. Dle vysledkii nasi studie se toto
tvrzeni nepodafilo potvrdit, ani vyvratit. Je mozné, ze v piipadé vysSiho poctu

identifikovanych kment by byly vysledky vice jednoznacné.
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Odebrané vzorky
M B. bruxellensis B Zygosaccharomyces sp. | S. davenportii
R. mucilaginosa W S. cerevisiae B F. wieringae

Obrazek 38: Vyskyt kvasinek v analyzovanych vzorcich kombuch

Legenda: C = kombuchy z ¢erné¢ho Caje, Z = kombuchy ze zeleného ¢aje, 1 = po 5 dnech fermentace,

2 =po 0 dnech fermentace

Z Obrazek 38 lze také vycist, ze kvasinky B. bruxellensis a Zygosaccharomyces sp. byly
identifikovany ve vSech vzorcich kombuch. U odbért C1, C2 a Z2 se vyskytovaly vzdy
po jednom kmenu izolaty druhu Starmerella davenportii. U vzorkd kombuch odebranych
0. den fermentace se vyskytly kmeny Rhodotorula mucilaginosa. Vice kmenil tohoto druhu
prevazovalo vSak u vzorka ze zeleného Caje. Kvasinka S. cerevisiae byla identifikovana

pouze ze vzorkd, které prosly procesem fermentace (C1 a Z1).

Nejvice rozmanita kvasinkova mikrobiota byla u odebraného vzorku C2. Z néj bylo
identifikovano 5 rliznych druhii kvasinek. Naopak pouze 3 rizné druhy byly identifikovany

ze vzorku Z1, kde dominoval druh Brettanomyces bruxellensis.
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Odebrané vzorky

Pocet identifikovanych kmenl

B Gluconobacter sp. m K. rhateicus Micrococcus sp.
Staphylococcus sp. B S. maltophilia H C. falsenii

W uncultured clon

Obrazek 39: Vyskyt bakterii v analyzovanych vzorcich kombuch

Legenda: C = kombuchy z ¢erného ¢aje, Z = kombuchy ze zeleného ¢aje, 1 = po 5 dnech fermentace,

2 =po 0 dnech fermentace

Vyse (Obrazek 39) jsou znazornény pocty identifikovanych kmenii bakterii u jednotlivych
vzorkd. Pfi srovndni je mozné fici, Ze nejméné rozmanitou mikrobiotu vykazoval vzorek Z1,
ze které byly izolovany a identifikovany pouze kmeny rodu Gluconobacter (3 kmeny).
Ze vzorku kombuch z ¢erného ¢aje odebraného po 5 dnech bylo detekovano vice druhd.

Kromé Gluconobacter sp. navic Komagataeibacter rhateicus a 1 kmen rodu Micrococcus.

Jak jiz bylo uvedeno na obrézcich vyse (Obrazek 38 aObrazek 39), mikrobiota vzorku
C2 byla nejvice odlisna, nebot” se skladala z vice riznych druhti mikroorganizmu. Celkové
vice rozmanité byly vzorky odebrané na pocatku fermentacniho procesu. Vice druhti bylo
tedy identifikovano ze vzorkl z napoje z Cerného caje jesté pied pocatkem fermentace oproti
1tim, Ze zeleny a ¢erny ¢aj maji mirn€ odliSné chemické sloZeni diky jiné technologické
ptipravé. Zeleny €aj je bohaty pfedevSim na katechiny, které se v erném caji vyskytuji
zfidka diky zpracovani listl oxidaci. V ¢erném ¢aji maji naopak ptevahu oxida¢ni produkty
teaflaviny a tearubiginy. [28] Tyto rozdily mohou mit vliv krom& antimikrobidlniho
pusobeni 1 na dostupnost Zivin, coz nésledné ovlivituje druhovou skladbu mikroorganizmu

V napoji.
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Vys$si druhovéa rozmanitost mikroorganizmi ve vzorcich muze byt také ovlivnéna
pfitomnosti kyseliny octové ve fermentované kombuse, kterd tak ma vétsi antimikrobidlni
aktivitu a ovliviuje tim 1 mikrobiologické sloZeni. V prostiedi s nizkym pH je schopné prezit

jen omezené spektrum mikroorganizmu. [28]

Zatimco béhem tohoto vyzkumu ptevazovaly kmeny bakterii zatazenych k rodu
Gluconobacter, jiné studie [36] vSak poukazuji na dominantni vyskyt Komagataeibacter sp.
u kombuch jak ze zeleného, tak i z cerného caje. Ve studii Kaashyap et al. [110]
byl dominantnim rodem Acetobacter. Zajimavym zjisténim v nasem vyzkumu byla absence
identifikovanych kment rodu Acefobacter, piestoze prave tyto bakterie jsou povazovany za
hlavni producenty kyseliny octové. [110] Nelze vSak vyloucit, ze se kmeny tohoto rodu

mohly nachdzet mezi neidentifikovanymi mikroorganizmy.

Celkové bylo identifikovano omezené mnoZstvi druh octovych bakterii. U rodu
Komagataeibacter se jednalo pouze o druh K. rhaeticus. Dtive byl identifikovan napt.
v ovocnych stavach. [83] Tento druh je charakteristicky vysokou toleranci k etanolu
a kyselin¢ octové, schopnosti produkovat kyselinu glukuronovou a intenzivni syntézou

celuldzy. [36]

Kvasinkové populace se mezi jednotlivymi studiemi vyrazné 1isi [83] [111],
coz poukazuje na variabilni dominanci riznych rodi v zavislosti na konkrétnich
podminkach vyzkumu. Dominantni rody v nasi studii jsou Brettanomyces
a Zygosaccharomyces, které byvaji typickou mikrobiotou kombuchy. [112] Rod
Brettanomyces se lehce adaptuje na podminky, které jsou limitujici pro vétSinu
mikroorganizm, napt. nizké pH, a krom¢ toho je ¢asto spojovan s prostiedim s vysokym

obsahem etanolu. [113]

V préci bylo celkové identifikovano vice kvasinek nez bakterii. Pfevaha izolovanych
kvasinek oproti bakteriim mulZe byt vysvétlena hned nékolika faktory, které souvisi
s podminkami fermentace. Kvasinky obecné 1épe toleruji kyselé prostiedi, které se béhem
fermentace vytvaii v disledku produkce organickych kyselin. To mlZe inhibovat riist
nékterych bakterialnich druhd. [114] V neposledni fad¢ kvasinky vykazuji vyS$si adaptacni
schopnost na pfitomnost fenolickych sloucenin, které jsou bézn¢ obsazené v ¢aji a nekteré
bakterie mohou byt negativn€ nimi ovliviiovany. Kvasinkové druhy v kombuse jsou obecné
variabilnéj$i nez bakterialni, coz také muze zvysit pravdépodobnost jejich izolace béhem

laboratorniho vyzkumu. [111]
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ZAVER

V diplomové préci jsem se zabyvala problematikou vlivu vybranych faktorti na mikrobiotu
kombuchy. Kombuchové napoje byly pfipraveny ze tii riznych komeréné dostupnych nasad
(Fermentarum, Tvoftivy svét a Vital Country), které byly fermentovany nejprve ve slazeném
cerném cCaji a nasledné v zeleném caji. Odbéry vzorkl byly provedeny vzdy 0. a 5. den
fermentacniho procesu. Pfi vyzkumu jsem se zaméftila na 3 hlavni skupiny mikroorganizmi,
které jsou bézn¢ izolovany z fermentovanych ¢aji (kombuch) — octové bakterie, mlécné

bakterie a kvasinky.

Ze ziskanych vzorkd se podafilo izolovat zéastupce octovych bakterii a kvasinek,
zatimco piitomnost mlécnych bakterii se nepodafilo prokdzat. Na zdkladé morfologickych
znakt bylo k identifikaci vybrano celkem 47 reprezentativnich kolonii. Z téchto izolatd byla
nejprve izolovana DNA, ktera byla nasledné amplifikovana pomoci touch-down PCR a pred

samotnou sekvenaci piecisténa purifikaci.

Ze vzorki bylo identifikovano 29 kmeni kvasinek a 15 bakteridlnich kment. U zbylych
3 kment nebyla sekvenace/identifikace GspéSna. Mezi kvasinkami se nejhojnéji vyskytoval

druh Brettanomyces bruxellensis. Z bakterii bylo nejvice zastupct z rodu Gluconobacter.

Vice rozmanitd mikrobiota byla zjisténa u odbéri provedenych na pocatku
fermentacniho procesu po vyméné nového substratu (slazeného caje). Bylo to
mikroorganizmi. S dobou fermentace klesa hodnota pH a prostfedi se stava kyselejsi diky
tvorbé organickych kyselin, pfedev§im kyseliny octové. Ve vzorcich ze zelen¢ho caje
ptevazoval vyskyt kvasinek B. bruxellensis, zatimco ze vzorkd kombuch z nélevu ¢erného

¢aje bylo nejvice izolovano zastupct kvasinek rodu Zygosaccharomyces.

Z vysledkt prace vyplyva, Zze napoj kombucha nema ptresné mikrobiologické slozeni.
Obecné se da fict, ze zastoupeni mikroorganizmti ve fermentovanych cajich je proménné
v zévislosti jak na ¢ase fermentace a fyzikalnich a chemickych zménach v prostiedi, tak i na

pouzitém substratu.
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AA Acetobacter agar
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sp. species
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TS Tvotivy svét

VC Vital Country






