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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyvd vybranymi netradicnimi fermentovanmi néapoji,
kombuchou a vodnim kefirem. Byly vyrobeny modelové vzorky téchto napojt, u kterych
byly stanoveny fyzikalné-chemické (pH, TDS, refraktometricka suSina, hustota a obsah
etanolu), barva a reologické parametry. Také byl proveden mikrobiologicky rozbor
zaméfeny na skupiny mikroorganizmt pochazejicich ze symbiotickych kultur a na

pripadné kontaminanty, které by mohly ohrozit zdravotni nezdvadnost vyrobkii.

Z fyzikalné-chemickych parametri byly zaznamenany minimdlni zmény pH, TDS 1
refraktometrické suSiny. Nartst obsahu etanolu byl vyssi u vodniho kefiru, hlavné u
vodniho kefiru ze zelné stavy (konecnd hodnota 5,56 % v/v) a u vodniho kefiru z
vicedruhové zeleninové §tdvy (kone¢nd hodnota 5,64 % v/v). Z reologického hlediska Slo
v piipad¢ Cerného Caje a jablecné a zelné §t'avy o pseudoplastické kapaliny a z hlediska
vicedruhové zeleninové §tavy o kapaliny dilatantni. V népojich byly detekovany ty
skupiny mikroorganizmu, které se, i dle dostupnych studii, v danych vzorcich vyskytuji
nejCastéji (acetobakterie, laktobacily, mlé¢né koky, kvasinky), zdroven by se daly napoje
z tohoto hlediska vyhodnotit jako bezpecné, protoZe nebyl detekovan nartst koliformnich

bakterii, enterokok, stafylokoku ani klostridii.

Klicovd slova: kombucha, vodni kefir, fyzikalné-chemické parametry, reologie,

mikrobiologie



ABSTRACT

This diploma thesis is dealing with the properties of selected untraditional fermented
beverages, kombucha and water kefir. There were produced model samples of these
beverages, for which were determined physicochemical (pH, TDS, refractometric dry
matter, density and ethanol content), color and rheological parameters. Microbiological
analysis was also performed in terms of the micro-organisms from the symbiotic cultures,
as well as in terms of possible contaminating groups of micro-organisms that would pose a

potential health risk.

There were reported minimal changes in pH, TDS and refractometric dry matter. The
increase in ethanol was higher in water kefir samples, mainly in water kefir in cabbage
juice (final value 5,56 % v/v) and in water kefir in multi-species vegetable juice (final
value 5,64% v/v). From a rheological point of view, the samples of kombucha in black tea
and cabbage juice and water kefir in apple and cabbage juice were pseudoplastic liquids
and in the case of samples kombucha and water kefir in multi-species vegetable juice they
were dilatant liquids. Furthermore, those groups of microorganisms were detected which,
according to available studies, occur most frequently in the given samples (acetic acid
bacteria, lactobacilli, lactococci, yeasts), at the same time the drinks could be evaluated as
safe from a microbiological point of view, because no increase of contaminating groups of

microorganisms (coliform bacteria, staphylococci, enterococci, clostridia) was detected.

Keywords: kombucha, water kefir, physicochemical parameters, rheology, microbiology
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UvVoD

Fermentované rostlinné népoje se v poslednich letech dostdvaji mnohem vice do
povédomi. Moznymi diivody mohou byt potfeba piirozenou cestou piispét ke zlepsSeni
travicich a jinych zdravotnich potizi, nahrazeni fermentovanych mlécnych néapoji kvuli
alergii na mlé¢ény disacharid laktézu, nebo mlécné bilkoviny, nebo hledani alternativy pro
alkoholické napoje (Frias et al., 2017).

Kombucha je néapoj znamy jiz nékolik staleti a konzumovany piedevSim v oblasti
severovychodni Asie. V soucasné dobé je spiSe znovuobjeveny a vice experimentalné
prozkoumany. Pfedev§$im z hlediska mikrobiologického rozboru kultury SCOBY,
symbiotické kultury mikroorganizmt, kterd zapficituje vznik tohoto napoje a jeho
typickych organoleptickych vlastnosti. Jedna se o skupinu bakterii mlééného a octového
kvaSeni a kvasinek, které jsou schopny v rdmci fermentace pretvofit pfitomné sacharidy na
organické kyseliny, oxid uhli¢ity, etanol a dalsi latky, dodéavajici predevSim senzoricky
podtext napoji. Pravé pfitomné organické kyseliny, pfedevsim kyselina octova a mlécna,
ale 1 dalsi, jako jable¢nd, citronova a glukonova, jsou prospésné pro lidské zdravi.
Ptispivaji k dobrym podminkam pro rozvoj bakterii a dalSich mikroorganizmi ve stieve,
¢imz podporuji spravny prubéh traveni. Dalsi latky, predevsim polyfenolické povahy,
vitaminy rozpustné ve vod¢ a mineralni latky, jsou velmi prospé$né pro imunitni systém.
Kombucha se v souCasné dobé nejcastéji vyrabi z ¢erného a zeleného caje, piipadné
obohaceného ovocem. Fermentace trva vétSinou 5-10 dni a v zavislosti na dobé kvaSeni se
také liSi obsah kyselin a dalSich latek, ovliviiujicich senzorické vlastnosti konecného
produktu (Frias et al., 2017; Macedo et al., 2020).

V ptipadé vodniho kefiru, zndmého také jako ,sladky kefir (sugary kefir), se jedna o
kefirova zrna, zndma také jako ,,Tibi*“ nebo ,,Tibicos®, kterd vytvaii tento napoj. Jde o
uskupeni mikroorganizmu, opét predevSim bakterii mlécného a octového kvaseni a
kvasinek, které jsou shlukovany v zrnech, na povrchu chranénych vrstvou
exopolysacharidi. Nejcastéji se vodni kefir vyrabi ze sachardzou oslazené vody, do které
bylo pfidano suSené nebo Cerstvé ovoce a praveé kefirovd zrna. Béhem nékolika malo dni,
zpravidla 3-5, probiha fermentace a vyslednym produktem je lehce nazloutly perlivy napoj
mirn¢ nakyslé chuti. Obsahovymi latkami jsou také pfedevSim organické kyseliny
(kyselina mlécna, kyselina octova), etanol a oxid uhli¢ity. Vodni kefir je ideélni
alternativou pro jedince, ktefi nemohou konzumovat kefir na bazi mléka predevSim ze

zdravotnich dGvodd. Dalsi pfi¢inou muze byt také jiny zplsob stravovani, ktery
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nepodporuje konzumaci produktl zivo¢isného ptivodu (Tu et al., 2019; Marangoni et al.,

2020)
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1 HISTORIE A SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY KOMBUCHY A
VODNIHO KEFIiRU

V posledni dobé je evidentni zvySeny zdjem o potraviny, které pfirozenym zpisobem
prispivaji k podpofe imunitniho systému, spravnému traveni apod. Mezi takové druhy
potravin patii urcité potraviny fermentované pomoci bakterii mlééného kvaseni, jako jsou
hlavn¢ mlécné vyrobky. Alternativni volbou k mléénym produktiim, napt. z divodu alergie
na disacharid obsazeny v mléce — laktézu, mohou byt tieba mlécn¢ kvasena zelenina nebo

praveé kombucha a vodni kefir (Macedo et al., 2020; Marangoni et al., 2020).

1.1 Kombucha

Kombucha je fermentovany napoj z ¢erného, nebo zeleného caje, do kterého byla pridana
sachardza a tzv. ,,Cajovd houba®, nebo také Scoby (Symbiotic Culture Of Bacteria and
Yeast, dile jen Scoby). Jedna se o kulturu, jez je tvofena hlavné skupinou bakterii
Acetobacter spp. a kvasinek Brettanomyces a Saccharomyces produkujicich v ramci svého
metabolizmu pfedevsim kyselinu octovou, kyselinu mlé¢nou, etanol a oxid uhli¢ity (Frias

et al., 2017).

1.1.1 Historie napoje kombucha

ey e

Asie. Konzumovan byl piedevS§im pro své terapeutické ucinky. Piivodné se konzumace
fermentovaného &aje rozmohla v severovychodni oblasti Ciny, znamé také jako
MandZusko, kde se piti tohoto produktu rozsitilo hlavné v obdobi dynastie Tsyn z diivodu

svych pravdépodobnych detoxikacnich a povzbuzujicich ucinkli (Macedo et al., 2020).

Nazev ,,Kombucha* pochéazi pravdépodobné zroku 414 n. I, kdy byl tento népoj
predstaven cisafi Inkyo a pouzit pro 1é€bu jeho travicich potizi. Od té doby se ¢aji fika

»Kombucha®, nebo také ,,Kombu caj* (Macedo et al., 2020).

Tento produkt v priibdhu ¢asu ziskal nékolik dalsich oznageni, jako napf. Cajova houba
(Tea Fungus), Kargasocky ¢aj (Kargasok Tea), Mandzuska houba (Manchurian
Mushroom) a Haipao. V diisledku obchodnich cest byla kombucha rozsifena do nékolika
dalsich zemi, jako tieba v Rusku a poté ve vychodni Evrope. V Némecku byl tento napoj
pfedstaven zhruba zaciatkem 20. stoleti. Nésledné béhem druhé svétové valky se tento
produkt stal zndmym a velmi oblibenym tfeba ve Francii a severni Africe. O n¢kolik let

pozdgji bylo ve Svycarsku zji§téno, Zze konzumace kombuchy ma podobné piiznivé Gdinky



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 14

jako napf. jogurt, diky pfitomnosti kyselin, které podporovaly rust prospésnych bakterii ve
sttevé. Po tomto zjisténi se kombucha stala velmi populdrnim ndpojem na trhu a byla

predstavena v mnoha chut'ovych a aromovych variantach (Macedo et al., 2020).

1.1.2 Soucasny stav problematiky niapoje kombucha

Kombucha se stala velmi popularnim napojem. Pfedevsim pak v USA, kde jiz od 90. let
20. stoleti patfi mezi velmi oblibené produkty na trhu. Jednim z hlavnich davodi je
pravdépodobné rozsédhlejsi povédomi o prospésnych ucincich bakterii mlééného a
octového kvaSeni a probiotickych bakterii na travici trakt. V zavislosti na pozadavcich
spotiebiteld se na trhu objevuje ndpoj kombucha v riznych variantach, napt. i s ptichuti.
Dale se jedna, spole¢n¢ s vodnim kefirem, o skvélou ndhradu fermentovanych mlécnych
vyrobkll u jedinct trpicich laktézovou intoleranci, nebo alergii na laktézu ¢i kasein. Je
vhodnou alternativou také pro vegany, tedy pro osoby, jejichz stravovani vylucuje
konzumaci jakychkoliv zivocisnych produktt (Kim, Adhikari, 2020). Jak jiz bylo zminéno,
typickym médiem pro vyrobu napoje kombucha je ¢erny, nebo zeleny ¢aj. V poslednich
letech se vSak mnoho studii soustfedi na vyzkum vyroby néapoje kombucha, jehoz
zakladem jsou napf. ovocné §tavy z riznych druhli ovoce. Jednim z moznych ptiklada
muze byt vyroba ndpoje kombucha, kdy jako substrat pro Scoby byla pouzita $téava
z Cervenych hroznl révy vinné (Vitis vinifera). Tento druh ovoce je vyznamnym zdrojem
sacharidl, vitaminti, mineralnich latek, vldkniny a latek s antioxida¢nimi Uc¢inky. Do
posledni zminéné skupiny komponentl patii zejména polyfenolické latky, pfedevs§im pak
fenolické kyseliny, resveratrol, proantokyanidiny a flavonoidy, hlavné antokyany. Ty jsou
v Cervenych hroznech obsazeny ve vyssi mife, nez u hrozna bilych. Bylo zjisténo, ze
béhem Sestidenni fermentace se zvysil obsah nutriéné vyznamnych latek, predevSim pak
téch zajistujicich antioxidacni charakter produktu. Zaroven doSlo ke snizeni typicky
octového pachu néapoje, coz mélo za nasledek vyssi pfijatelnost u panelu hodnotitel
senzorickych vlastnosti konecného produktu (Ayed et al., 2017). V ptipad¢, kdy byl napoj
kombucha vyrabén za pouziti datlového sirupu jako substratu, bylo zjisté€no, ze ve srovnani
s cernym/zelenym c¢ajem, je produkce metabolith vyssi. Predev§im pak v ptipadé
organickych kyselin glukuronové a octové a u polyfenolickych latek, obsazenych
v surovingé, tedy v datlich, resp. v datlovém sirupu. Tyto komponenty hraji velmi
vyznamnou roli ve fyziologickych tcincich, pfipisovanych tomuto produktu (Khosravi et

al., 2019).
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Déle ma Scoby potencial produkovat biopolymer, ktery by dle studii Ramirez et al. (2020)
a Domskiene et al. (2019) mohl byt pouzit v obalovém a textilnim priamyslu. Jedna se o
bakterialni celulozu, kterda ma pevna, odolnd a hlavné biodegradabilni vlakna. Vyuziti
v textilnim primyslu ma sva tuskali zvlast¢ v nestandardnosti ziskavani biofilmu
bakteridlni celulozy, kdy neni vzdy jista stejné tloustka, porovitost a mechanické vlastnosti

biofilmu (Domskiene et al., 2019; Ramirez et al., 2020).

1.2 Vodni kefir

Vodni kefir je fermentovany, lehce nakysly, mirné alkoholicky napoj, ktery se vyrabi
pomoci kefirovych zrn ve vodé, obohacené ovocnymi sacharidy (Tu et al., 2019). Kefirova
zrna jsou tvofena biofilmem z exopolysacharidt, ktery je na jejich povrchu. Tento biofilm
je jinak nazyvan také kefiran a chrani mikroorganizmy, kterymi je vytvaren a které tvoii
pravé kefirova zrna a jsou iniciatory fermentace (Marangoni et al., 2020). Struktura

exopolysacharidi je slozena piedevs§im z a-glukanid (Lynch et al., 2021).

1.2.1 Historie vodniho kefiru

Existuji dvé hlavni teorie o plivodu vodniho kefiru. Jedna z nich pfedpokladd, ze vojaci,
kteti se vratili z krymské vélky, donesli kefirova zrna i do oblasti zdpadni Evropy, ¢imz se
tento népoj nasledné rozsifil (Marsh et al., 2013). Udajné jim kefirova zrna p¥ipominala
fermentacni kulturu, ktera se pouzivala pro piipravu zazvorového piva (,,gingerbeer
plants*‘). Druha teorie tkvi v pfesvédceni, Ze kefirova zrna, nebo-li také ,,zrna Tibi* (,,Tibi
grains‘), byla ziskdna z kaktusu Opuncie, jehoZ jednim z hlavnich oblasti péstovani je
Mexiko. Zde byla udajné sbirdna z listd této rostliny. Dal§imi nazvy, které jsou s témito
kefirovymi zrny spojovany, jsou napt. ,,California bees“, ,,Ale nuts“, ,,African bees",
»Japanese Beer Seeds®, ,,Balm of Gilead, nebo ,,Sugary kefir grains®, ¢imz byly odliSeny
od zrn, vyuzivanych pro vyrobu mlé¢ného kefiru (Gulitz et al.,, 2011). OvSem stale
nejpravdépodobné;jsi teorii, jak se vodni kefir rozsitil do dalSich oblasti svéta, je predavani
kefirovych zrn mezi jednotlivymi regiony a mistnimi obyvateli. To je nejspi§ také
divodem, pro¢ vodni kefir neni tolik komeréné rozSifen. Obecné plati fakt, Ze vodni kefir
zatim neni tolik prozkouman, na rozdil od kombuchy, nebo kefiru na bazi mléka (Marsh et

al., 2013).
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1.2.2 Soucasny stav problematiky napoje vodniho kefiru

Kefir byl vzdy vyrdbén z mléka riznych zivoc¢isnych druhti, pfedevs§im z kravského, ale
také z ovCiho nebo koziho. V poslednich letech se vSak z diivodl zdravotnich (alergie na
laktozu, alergie na mlécnou bilkovinu), nebo jiného zivotniho stylu a stravovani, které
nepodporuje konzumaci zivoc¢iSnych produktl, tfada spotfebitelli piiklani k alternativni
varianté, tedy kefiru, jez je vyroben na bazi rostlinného népoje. Dalsimi diivody mohou byt
také klimatické zmény a celkova zatéz zivotniho prostiedi mimo jiné také z dlouhodobé
nadprodukce zivocisnych produktd, véetné pravé mléka a vyrobkl z néj. To mlze vést
vyrobce ke zméné sortimentu nabizenych produktii, pfipadné muize byt dal§im divodem
vyssi poptavka po rostlinnych alternativach ke klasickému mléénému kefiru. Mezi
nejCastéj$i zadstupce rostlinnych variant mlééného kefiru patii liskootiskovy, ryzovy a
sojovy fermentovany napoj. Bylo prokdzano, Ze tyto rostlinné ndpoje obsahuji tadu
vyzivoveé vyznamnych komponent, jako esencidlni mastné kyseliny, vlakninu, vitaminy a
mineralni latky. Zaroven vSak neni mozné nahradit v§echny ziviny, které jsou obsazeny
v mléce a jsou z n¢j také mnohem lépe vstiebatelné. Existuje nékolik studii, zabyvajicich
se problematikou navySeni nutricni hodnoty vodniho kefiru. Sozeri et al. (2021) se ve své
studii zabyva variantou obohaceni vodniho kefiru pifidavkem motiské tasy Spirulina
platensis. Obecné jsou motské fasy vyznamnym zdrojem mineralnich latek, aminokyselin,
nebo vitaminl a maji antioxidac¢ni a protizanétlivé u€inky. Mimo to pfidavek motskych fas
muze zlepsit vitalitu probiotickych bakterii a navysit nutricni hodnotu hotového produktu,
pfedevSim pak z hlediska antioxidacni aktivity (Sozeri et al., 2021). DalSimi produkty,
vyrobenymi pomoci zrn vodniho kefiru, jsou rostlinné fermentované vyrobky
pfipominajici svou texturou jogurt. V ramci studie Lim et al., 2019 byly vyrabény rostlinné
fermentované vyrobky ze s6ji (Glycine max (L.) Merr.) a z Cernych fazoli (Phaseolus
vulgaris L.) (Lim et al., 2019). Dalsi velmi vyznamnou roli v alternativnich surovinach, ze
kterych by bylo moZné vyrobit vodni kefir, je extrakt z kokosového ofechu (Cocos
nucifera L.). Extrakt m4 podobné organoleptické vlastnosti jako mléko, tedy hlavné barvu
a charakteristické aroma, ¢imz se stdva pro spotiebitele velmi piijatelnym. Kokosovy napoj
je tedy idedlni variantou jako alternativa k mléénym fermentovanym produktim.
Pozadavkem spotiebitelll je predevSim to, aby m¢l kone¢ny produkt co nejvice podobné
vlastnosti jako typicky mlécny kefir. Pfidavkem inulinu a kokosového cukru se zarucuje,
ze kokosovy vodni kefir bude mit vyslednou texturu a aroma, které budou podpoteny

typickou nakyslou chuti vysledného produktu (Alves et al., 2021). Vodni kefir Ize ptipravit
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témet v jakémkoliv médiu, napt. ovocné a zeleninové §t'ave z riznych druhi (jablko, kiwi,
rajcata, hrusky), zkokosové vody, sdjové syrovatky, kdy se jednd navic o vyuziti
vedlejsiho produktu vyroby tofu, zraznych rostlinnych napoji (mandlovy, obilny,
ofechovy). Existuje n€kolik receptur, které jsou typické pro urcité oblasti/staty. Napiiklad
napoj ,,Tapache® je vyroben z ananasového népoje, hnédého cukru a skofice. Jedna se o
velmi oblibenou podobu vodniho kefiru, konzumovanou ptevdzné v Latinské Americe.
Déle napoj ,,Kefir d'uva®“ je velmi oblibeny v Italii. Tento vodni kefir je vyroben
z hroznové §tavy. V Recku je pomoci kefirovych zrn a zazvoru vyrabéno tzv. ,,zazvorové
pivo®, které se stalo oblibenym néapojem také ve vychodni Africe, kde mé nazev
,»landawizi* (Egea et al., 2020; Acik et al., 2020).

Stejné jako v pfipadé Scoby, vyuZivané pifi vyrob& napoje kombucha, probihaji studie
vyuziti biofilmu vodniho kefiru. Hlavnim diivodem je ekologickéa stranka, kdy by bylo
mozné vyrobit biodegradabilni biopolymer, ktery by nahradil bézné plastové materialy.
Aktudlné je zkoumana moznost vyuziti kefirovych zrn v souvislosti a vyrobou

rozlozitelného obalového materidlu (Coma et al., 2019).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 18

2 CHARAKTERISTIKA A VYROBA KOMBUCHY A VODNIHO KEFIiRU

Kombucha 1 vodni kefir jsou fermentované ndpoje vyrobené pomoci kultury slozené
z n¢kolika druhi mikroorganizmt, které v ramci svého metabolizmu pfetvaii piitomné
sacharidy na prislusné kyseliny a dalsi latky. Ty poté vytvaii typické organoleptické
vlastnosti téchto produktl. V této kapitole bude detailnéji popsano chemické slozeni

vybranych népoji a také zpiisob jejich vyroby.

2.1 Charakteristika kombuchy

Jak jiz bylo zminéno vySe, kombucha je napoj, ziskany fermentaci oslazené¢ho cerného
nebo zeleného caje, do kterého byla pridana kultura slozena z bakterii a kvasinek
(Bamforth et al., 2019). Co se tyce chemického slozeni, pfitomné osmofilni kvasinky
béhem fermentace pfeménuji v rdmcei svého metabolizmu pfitomnou glukézu a fruktézu
hlavné na alkohol (etanol) a oxid uhli¢ity a bakterie octového kvaseni pak oxiduji pfitomny
etanol na kyselinu octovou. Mimo tvorbu kyseliny octové vznikaji 1 dal§i organické
kyseliny, jako napf. kyselina glukonova, kyselina jablecna, vinna, citronova a kyselina
mlécna, které vSechny vykazuji ur€itou antimikrobialni aktivitu, ¢imZ chrani Scoby pted
kontaminaci neZddoucimi mikroorganizmy, napf. plisnémi. DalSimi velmi prosp&Snymi
latkami, obsaZenymi ve vysledném produktu, jsou antibiotika, aminokyseliny, polyfenoly
z Caje, vitaminy rozpustné¢ ve vodé a dalS$i minoritné obsazené mineralni latky a dalsi

(Macedo et al., 2020; Ahmed et al., 2020).

2.1.1 Chemické slozeni kombuchy
Voda

Voda je bezpochyby hlavni surovinou pro vyrobu napoje kombucha. Musi se jednat o
vodu, ktera byla pfivedena k varu a nasledné vychlazena na teplotu 80 °C, coz je teplota,
pfi které se do vody piidd vybrany druh Caje a vytvoii se jeho vodny extrakt. JelikoZ ¢aj
obsahuje prevazné latky rozpustné ve vode, nikoliv v oleji, nebo jiném rozpoustédle, tvoii

voda idedlni prosttedi pro extrakci (Bamforth et al., 2019).

V soucasné dobég existuje n€kolik studii, ve kterych se vodny extrakt caje aplikuje jako
standard pro srovnani s inovativnimi médii pro vyrobu napoje kombucha. Jednd se hlavné
o ovocné a zeleninové §t'avy, extrakty z IéCivych, aromatickych a kotfeninovych rostlin a

jinych vhodnych variant (Kim et al., 2020).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 19

Extrakt ¢aje

Nejcastéjsi a zékladni surovinou pro vyrobu napoje Kombucha je ¢aj, ptesnéji tedy Caj
pravy (Vitas et al., 2018). Caj pravy je dle Vyhlasky &. 330/1997 Sb. definovan jako ,,¢aj
vyrobeny z vyhonki, listd, pupend, nebo jemnych ¢asti zdfevnatélych stonka ¢ajovniku
Camellia sinennsis (Linaeus) O. Kunze, poptipad¢ jejich kombinaci.“ Pro vyrobu néapoje
Kombucha se nejéastéji vyuziva bud’ ¢erny, nebo zeleny ¢aj. Cerny ¢aj je dale dle zminéné
Vyhlasky definovén jako ,,Caj pravy, ve kterém prob¢hla plna fermentace,” zeleny caj je
pak charakterizovan jako ,,¢aj pravy, ve kterém neprobéhla fermentace® (VyhlaSka ¢.
330/1997 Sb.). Caj je jednim z nejvice konzumovanych napojii na svété (Vitas et al.,

2018).

Zeleny a Cerny €aj se liSi nejen zplsobem vyroby, ale také obsahovymi latkami. Nejvice
jsou zastoupeny polyfenoly, konkrétné¢ flavanoly katechiny. Hlavnimi katechiny
obsazenymi v €aji jsou epikatechin, gallokatechin, epikatechin-3-gallat, epigallokatechin a
epigallokatechin-3-gallat (Gramza-Michatowska et al.,, 2016). Dal§imi obsazenymi
latkami, patficimi do skupiny flavonoidl, jsou flavonoly, jako myricetin, quercetin a
kaempferol, a flavony luteolin a apigenin (Donlao, Ogawa, 2019). Cim vice je ¢&aj
oxidovan, tim niz§i obsah téchto polyfenolickych latek je. V zeleném c¢aji jsou tedy
obsazeny v podstatné vysSim mnozstvi. V ¢erném c¢aji v dasledku oxidace vznikaji
tearubiginy a teaflaviny, které mimo jiné dodavaji cernému caji charakteristickou barvu,
aroma i chut’. Dalsi podstatnou obsahovou latkou c¢aje je kofein. Jedna se o alkaloid se
schopnosti stimulovat centralni nervovou soustavu, dale ma také schopnost ovliviiovat
¢innost ledvin a potlacovat tinavu. Uvoliiuje se mnohem déle, nez kofein obsazeny v kaveé
(Gramza-Michatowska et al., 2016; Gramza-Michatowska et al., 2014).

Sacharoéza

Sacharo6za je disacharidem, ktery tvofi substrat pro symbiotickou kulturu mikroorganizmd.
Sachar6za je rozlozena na monosacharidy glukozu a fruktozu plisobenim enzymu
invertaza, kterou vytvareji kvasinky pfitomné ve Scoby. Kvasinkami je glukéza a fruktza
vramci fermentace pretvofena predevS§im na etanol a oxid uhli¢ity. Octové bakterie
nasledné oxiduji etanol hlavné na kyselinu octovou (Ahmed et al., 2020). V prib¢hu
fermentace tedy nartistd mnozstvi organickych kyselin, ¢imz se snizuje pH vysledného

napoje (Jayabalan et al., 2014).
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Oxid uhlicity

Bezbarvy plyn vznikajici béhem fermentace v rdmci metabolizmu pfitomnych kvasinek,
které pretvaieji sachar6zu na etanol a pravé tento plyn. Je pfi¢inou perlivosti népoje a
zlepsuje senzorické vlastnosti. Koncentrace oxidu uhli¢itého ve vysledném produktu se

odviji od pocate¢niho mnozstvi sachardzy a délky kvaSeni (Talebi et al., 2017).
Alkoholy a jejich estery

Nejvice je zastoupen alkohol etanol, ktery vznika v ramci metabolizmu ptfitomnych
mikroorganizmi, konkrétné€ hlavné kvasinek rodu Saccharomyces, které jej metabolizuji ze
sachar6zy. Etanol dale vyuzivaji bakterie octového kvaseni. Mezi dalsi zastupce alkohola
ptitomnych v népoji kombucha jsou linalool, terpineol, fenyletyl alkohol a dalsi. Vysledna
koncentrace etanolu a dalSich alkohold zalezZi pfedevsim na vstupni koncentraci sachardzy
a podminkach fermentace, tedy teplot¢ a dobé€, po kterou kvaSeni probiha (Zhao et al.,
2018). Obvykle se pridava 5 — 15 % (w/v) sachar6zy a béhem fermentace, ktera trva
zpravidla 5-10 dni, vznikd vétSinou 0,2 — 0,4 % etanolu. Pti této kone¢né koncentraci

etanolu v népoji kombucha Ize produkt oznacit jako nealkoholicky (Thsani et al., 2021).
Organické kyseliny

Mezi nejvice obsazené organické kyseliny patii octova, glukonova, glukuronova,
citronovd, L-mlécnd, vinna, jablecnd a dalSi. Vznikaji diky cinnosti pfitomnych
mikroorganizmi, tedy kvasinek a bakterii mlééného a octového kvaSeni. Vytvareji

typickou jemné nakyslou chut’ napoje (Jayabalan et al, 2014).

DalSimi obsahovymi latkami jsou vitaminy, mineralni latky a aminokyseliny. V ptipadé
kombuchy i1 vodniho kefiru jsou tyto komponenty pfitomny piedevSim v zavislosti na
pouzité surovin¢ pro vyrobu napoje a také vznikaji v rdmci metabolizmu piitomné
symbiotické kultury.

Vitaminy

Béhem fermentace vznik4 nékolik vitamind. Jednd se pfedev§im o vitaminy skupiny B,
konkrétné vitaminy B, (tiamin), B, (riboflavin), B¢ (pyridoxin) a B, (kobalamin), a také
vitamin C (kyselina L-askorbova). V pribéhu fermentace koncentrace vSech téchto

vitaminll nartsta (Jayabalan et al., 2020; Villarreal-Soto et al., 2018).

Vitamin B, neboli tiamin, zaujima velmi dalezitou roli v ramci metabolizmu. Zajist'uje

normalni rast a vyvoj lidského organizmu. Podporuje spravnou funkci traviciho, nervového
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a kardiovaskularniho systému. Jedna se o ve vodé rozpustny vitamin. Lze jej pfijimat ve
strave, ale je také syntetizovan mikroorganizmy, tvofici sttevni mikrofloru (Bubko et al.,

2015).

Zdrojem vitaminu B,, riboflavinu, jsou hlavné mlécné produkty, vejce, maso, ryby
s vy$§im obsahem tuku, obiloviny a zelenina. Ddle je také syntetizovan bakteriemi
mlécného kvaseni v ramci jejich metabolizmu. Tento vitamin je diilezity pro normalni rist
a vyvoj lidského organizmu, reprodukci, laktaci a celkové fyzické i psychické zdravi.
Zaroven hraje velmi dualezitou roli v metabolizmu, kdy je prekurzorem pro
flavinmononukleotid a flavinadenindinukleotid, coz jsou kofaktory, které se ucastni
oxidacné-redukénich reakci béhem metabolizmu sacharidli, aminokyselin a také aktivuji
pfeménu folatu a pyridoxinu do jejich koenzymovych forem. Folat predstavuje aktivni
formu vitaminu By a je mozné jej pfirozené piijimat v potravinach. Dlouhodoby nedostatek
tohoto vitaminu muze ptispét ke zhorSeni zraku, sniZeni rychlosti riistu, problémy s ktizi a

dalsi (Thakur et al., 2016).

Vitamin Bg, jinak také pyridoxin, je dal$im ve vodé€ rozpustnym vitaminem skupiny B.
Zdrojem tohoto vitaminu je pfedev§im maso, vCetné rybiho, dale ofechy, fazole, v uréitém
mnozstvi 1 ovoce a zelenina. Jeho ptevazujici funkei v organizmu je Gcast pii metabolizmu

zivin, hlavné sacharidi a lipidd, a sice jako kofaktor reakci (Brown et al., 2020).

Velmi vyznamnym vitaminem, pfitomnym v nipoji kombucha, je vitamin Bi,, neboli
kobalamin. Dalsi vitamin skupiny B, rozpustny ve vod€. Primarnim zdrojem jsou Zivo¢i$né
produkty, pfedev§im maso, vejce a mlécné vyrobky, ale v mensi mife je pfitomen také ve
fermentovanych rostlinnych produktech, napt. tempehu, kvasené zelenin€, misu, nebo
pravé napoji kombucha (Zheng et al., 2021). Fyziologické ulinky, které jsou tomuto
vitaminu pfipisovany, jsou Uc€ast pfi metabolickych procesech, napi. syntéza nukleovych
kyselin, podpora nervového systému a zajisténi krvetvorby (Hiipsch-marzec et al., 2019).
Vitamin C, nebo také kyselina L-askorbovd, je velmi zndmy ve vodé rozpustny vitamin.
Jeho hlavni fyziologickou funkci je podpora spravné funkce imunitniho systému, ma
antioxidacni efekt, je kofaktorem nékolika enzymii a ovliviiuje také Cinnost centralni
nervové soustavy. Zdrojem vitaminu C jsou pievdzné citrusové plody a jiné ovoce a
zelenina (Han et al., 2018; Pullar et al., 2017).

Mineralni latky

Mezi zastupce mineradlnich latek, obsazenych ve vysledném produktu, patii predev§im

hot¢ik, Zelezo, nikl, zinek, méd’ a olovo (Macedo et al., 2020).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 22

Zinek a méd’ jsou stopovymi prvky a jsou nezbytnymi kofaktory enzymatickych reakci.
Ptijem médi v potravinach je spiSe minoritni. Vyskytuje se prevdzné v zivocisnych
produktech, napt. v jatrech a vejcich, dale pak v obilovinach nebo lusténinach, ofesich, ¢aji
nebo kave. Vyssi obsah médi je v potravinach pochézejicich z mote, tedy napt. v rybach
nebo moftskych fasach. Slouzi jako kofaktor n€kolika enzymt, podporuje spravnou ¢innost

srdce a krvetvorbu (Mounjouenpou et al., 2020).

Zinek zarucuje spravné hojeni ran, pfispiva k podpofe imunitniho systému a napi. béhem
téhotenstvi podporuje spravny vyvoj plodu. Zdrojem tohoto mineralu jsou pievazné
lusténiny, jako napft. fazole, ¢ocka, nebo cizrna, dale riznd semena (napt. konopna), ofechy
a sojové vyrobky (napt. tempeh, ze kterého je také 1épe vstiebatelny, jelikoz se jedna o

fermentovany produkt) (Mounjouenpou et al., 2020).

Hot¢ik je dilezitym minerdlem pro spravnou funkci nervového systému. Zdrojem jsou
napt. obiloviny, zelenina a lusténiny, kakao, maso a zivocisné produkty a také ofechy

(Mounjouenpou et al., 2020).
Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami bilkovin. V lidském organizmu
jsou nepostradatelné. Jsou napt. pfedstupném nervovych pienasecl, ucastni se
enzymatickych reakci, diilezitou roli hraji také ve spravném hojeni ran, ovliviiuji funkci
zlaz a organti. D¢li se na esencidlni (t€lo si tyto aminokyseliny nedokaze syntetizovat
samo, je tfeba je pfijimat ve stravé) a neesencidlni. Z esencialnich aminokyselin jsou
v ndpoji kombucha zastoupeny izoleucin, leucin, lyzin, metionin, fenylalanin, valin,
tryptofan a treonin. Zastupci neesencidlnich aminokyselin jsou pak alanin, cystein, glycin,
histidin, tyrozin, serin, prolin, arginin, kyselina glutamova a kyselina asparagova. B€hem
fermentace jejich obsah nartista (Leal et al., 2018).

Dal8imi obsahovymi latkami, obsazenymi spiSe ve stopovém mnoZstvi, jsou biogenni

aminy, lipidy, pigmenty, puriny, nékteré¢ hydrolytické enzymy a anionty (Macedo et al.,
2020).

2.1.2 Fyziologické ucinky kombuchy

Existuje mnoho faktord, které vyznamnym podilem ovliviiuji lidské zdravi. Mezi hlavni
takové faktory patii hlavné stres a obecné psychickd zatéz, nezdravy zivotni styl a také

zhorSujici se zivotni prostfedi napf. z hlediska zneciSténi vzduchu. VSechny tyto
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skuteCnosti  pfispivaji k rozvoji nékolika onemocnéni, prevazne¢ tykajicich se
kardiovaskularniho systému, ale také nervové soustavy nebo k rozvoji obezity. Konkrétné
1ze zminit napt. Alzheimerovu nebo Parkinsonovu chorobu, aterosklerézu nebo ischemii
mozku (stav, kdy ma mozek nedostatek kysliku a v disledku toho postupné odumira; déje
se tak z divodu vzniku krevni srazeniny, kterd ucpe tepnu vedouci pravé k mozku).
Konzumaci potravin, které jsou zdrojem antioxidantii, vitamind a mineralnich latek lze

prispét k prevenci téchto dnes jiz civilizacnich chorob (Jakubczyk et al., 2020).

V ramci klinickych vyzkumi byly prokdzany jisté fyziologické u€inky ndpoje kombucha, a
sice antimikrobidlni, predev§im diky pfevazujicimu obsahu kyseliny octové,
antikarcinogenni, antidiabetické a antioxida¢ni. Kombucha také diky pfitomnosti
probiotickych bakterii pravdépodobné ptiznivé ovlivituje travici trakt, dale snizuje hladinu
cholesterolu v krvi a pfispivd k podpofe imunitniho systému a diky vyssi koncentraci
kyseliny glukuronové podporuje také detoxikaci jater (Chakravorty et al., 2016; Cardoso et
al., 2020). DalSimi pfiznivymi ucinky, které jsou ndpoji kombucha pfisuzovany, je
prevence aterosklerdzy, revmatismu a artritidy, podpora rozvoje stfevni mikroflory,
zmirnéni potizi béhem menstruace a menopauzy, podpora zmirnéni problému tykajicich se

nervoveého systému, jako stres a bolesti hlavy (Macedo et al., 2020).

Stale ale chybi dostatek klinickych studii, které by s dostate€né vysokou jistotou potvrdily
tato tvrzeni. To je divodem, pro¢ prozatim nebyly uznany ucinky tohoto napoje na lidské

zdravi Evropskym Ufadem pro bezpec¢nost potravin (EFSA) (Morales, 2020).

2.1.3 Senzoricka charakteristika kombuchy

Senzoricky vjem je hodnocen vSemi smysly — zrakem, sluchem, hmatem, chuti i ¢ichem.
Pfi konzumaci napoje kombucha je pfedpoklad vizualniho vjemu (vzhledové
charakteristiky produktu), ¢ichového vjemu (aroma pied a po poziti), chutového vjemu
(sladkost, kyselost) a urcitého hmatového vjemu, napt. diky bublinkam oxidu uhli¢itého
praskajicich na jazyku. Velmi podstatny vliv na senzorickou charakteristiku vysledného
produktu ma bez pochyby vybér Caje a délka extrakce, koncentrace sachardzy a doba a

teplota fermentace (Tran et al., 2020).

Népoj kombucha mé lehce octové az citronové aroma a chut’. Co se tyce barvy vysledného
napoje kombucha, ktery byl vyroben z ¢erné¢ho caje, tato je ovlivnéna polyfenoly z Caje,
teaflavinem a tearubiginem, které dodavaji népoji typicky cCerveno-oranzovou barvu.

V pribéhu fermentace, narGstu obsahu organickych kyselin, a tim sniZzeni hodnoty pH
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napoje, se ur€itym zpiisobem snizuje intenzita barvy (Tran et al., 2020; IvaniSova et al.,

2020).

Cichovy vjem vznika na zakladé obsahovych latek v suroving, tedy ¢aje, a obsahu nékolika
metabolit, které vznikaji béhem fermentace. Mezi latky, které jsou obsaZeny v Caji a
pfispivaji k typickému aroma napoje kombucha, patfi napi. linalool (kvétinové aroma),
geraniol (sladké, medové aroma), 2-fenyletanol (medové aroma) nebo damascenon (viné
po rtzich). Dominantni aroma, které je typické pro napoj kombucha, je lehce octové, coz je
dasledek pfitomnosti bakterii octového kvaSeni, a také aroma typické pro cider, tedy
kvaseny jablecny most, coz je nasledek pritomnosti kvasinek. Také vznikd nékolik
alkoholti a jejich esterti, napt. amyl alkoholy (bandnové a hruskové aroma), butanol
(balsamikové aroma), propanol (typicka viiné fermentovaného napoje, ovocné aroma), etyl
acetat (ovocné aroma) a etyl laktat (krémové, ovocné aroma) a také oktanol (citrusové

aroma) (Tran et al., 2020; IvaniSova et al., 2020).

Co se tyCe chuti kone¢ného napoje kombucha, je také ovlivnéna pocateéni koncentraci
sacharozy a formou, ve které je pouzita (stolni cukr, melasa, agdvovy sirup, glukézovy
sirup) a na délce fermentace. Cim delsi doba fermentace je, tim kyselejsi a perlivéjsi napoj
se ziska. Kyselost zarucuji pfedevSim bakterie octového kvaSeni, vliv bakterii mlé¢né¢ho
kvasSeni a kvasinek vSak také neni zanedbatelny. Tyto mikroorganizmy v rdmci svého
metabolizmu produkuji organické kyseliny, ptedev§im kyselinu octovou, glukuronovou,
dale kyselinu mlécnou, jantarovou a jable¢nou. Ur¢itd mira hotké chuti je ptipadné

zpusobena pfitomnosti polyfenoli a kofeinu, pochézejiciho z ¢aje (Tran et al., 2020;

IvaniSova et al., 2020).

Mrwe

pfitomnosti oxidu uhli¢itého, nizkou viskozitou napoje a také aroma napoje, které je
nejcastéji charakterizovano jako citrusové, piipadné broskvové apod. (Tran et al., 2020;

IvaniSova et al., 2020).

2.2 Technologie vyroby kombuchy

Vyroba napoje kombucha neni obtiznd. Je vSak nutné vytvofit vhodné podminky pro
symbiotickou kulturu Scoby a udrzovat tyto podminky po celou dobu fermentace. Zaroven

je zésadni dodrzovani zasad spravné hygienické praxe.
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2.2.1 Suroviny pro vyrobu kombuchy
Voda

Jak jiz bylo zminéno vyse, pro vyrobu ndpoje kombucha, kdy se pfipravuje extrakt caje, je
potieba prevarend voda o teplot¢ 60 — 80 °C. Nasledn¢ se do ni pfida vybrany druh
¢erného, zeleného nebo jiného Caje, pripadné, pokud se vyrabi napoj kombucha z extraktii
1é¢ivych, aromatickych nebo koteninovych rostlin, tak jsou ptidany vybrané druhy, a sice
v Cerstvé, nebo susené formé. Teplota vody se musi vzdy upravit podle suroviny, ktera je
pouzita pro vyrobu extraktu. Pfed pfidanim Scoby musi mit voda, resp. vodny extrakt

suroviny teplotu cca 22 °C (Ahmed et al., 2020; Jayabalan et al., 2014).
Vodny extrakt z ¢aje

Pro vyrobu extraktu lze pouzit ¢erny, nebo zeleny ¢aj, pfipadné také oolong, nebo i jiné
druhy caje. NejvyznamnéjSimi obsahovymi latkami ¢aje jsou polyfenolické latky. Béhem
fermentace jejich obsah nartstd. Jelikoz u zeleného ¢aje nedochazi k oxidaci, je jiz
v Cerstvé suroviné pomérné vysoky obsah této skupiny latek a po fermentaci dojde tedy
jesté k jeho navyseni (Kim et al., 2020). Béhem fermentace dochazi také vlivem zvysené
¢innosti enzymu polyfenol oxidazy k oxidaci katechinli, konkrétné epikatechinu,
epikatechin gallatu, epigallokatechinu a epigallokatechin gallatu na teaflaviny. Polyfenoly
si zachovavaji svou chemickou strukturu i po snizeni pH, ke kterému dochézi béhem
fermentace vlivem nartstu koncentrace organickych kyselin. Dale také dochazi k nartistu

koncentrace flavonoidi (Wang et al., 2020).
Sacharoza

Sachar6za se pii vyrobé kombuchy nejCastéji pridava v klasické sypké formé jako
krystalovy cukr. Lze pouzit také razné rostlinné sirupy, napt. agavovy, javorovy, nebo
datlovy sirup. Zpravidla je ptidavano 50 — 100 g/l sacharozy (Jayabalan et al., 2014;
Macedo et al., 2020).

SCOBY

Scoby, symbioticka kultura bakterii a kvasinek, je celulozovy plat, nazyvan také ,,cajova
houba“, vznikly ¢innosti pravé pfitomnych mikroorganizm, zijicich v symbioze. Jedna se
pfedevsim o bakterie octového kvaseni a osmofilni kvasinky, ale podstatnymi pfitomnymi
mikroorganizmy jsou také bakterie mléEného kvaseni. Tento biofilm je vytvaien jako

sekundarni produkt metabolizmu pfitomnych mikroorganizmu, piedevSim pak bakterii
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Acetobacter xylinum, Acetobacter xylinoides, Acetobacter aceti a osmofilnich kvasinek
Saccharomyces ludwigii, Kloeckera apiculata, Saccharomyces cerevisiae, Torulopsis,
Candida a n€kolik dalSich (Laavanya et al., 2021). Dalsi skupinou mikroorganizmii, ktera
je soulasti Scoby, jsou probiotické bakterie, hlavné zastupci rodd Lactobacillus a
Bifidobacterium. Zastoupeny jsou také probiotické druhy kvasinek, napt. Saccharomyces
boulardii, Saccharomyces cerevisiae a dalsi. Typickymi potravinami, ve kterych byla
pfitomnost probiotickych mikroorganismi prokazana, jsou jogurty, fermentované i
nefermentované mléko, sdjové produkty jako miso, tempeh, dale $t’ava z kvasené¢ho zeli a
v neposledni fadé také kombucha. Pro rozvoj probiotickych bakterii je potieba zajistit
dostate¢ny ptijem vlakniny. Tyto mikroorganizmy jsou velmi prospé$né pro travici trakt a
vyznamnym podilem pfispivaji ke spravné funkci imunitniho systému (Kozyrovska et al.,

2012).

New SCOBY layer growth: [ thin SCOBY layer after 7 days of | Older and darker SCOBY after

& Surface view g fermentation: Cross-view c 20 days of fermentation
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SCOBY surface view with 10,000 SCOBY cross-view with 439 X SCOBY surface view with 4,030 X
X magnification by Scanning magnification by Scanning magnification by Scanning Electron
D Electron Microscopy (SEM) E Electron Microscopy (SEM) F Microscopy (SEM)

Obrazek 1. Kultura SCOBY (Soares et al., 2021).
2.2.2 Postup vyroby kombuchy

Nejcastéji je napoj Kombucha vyrabén tak, ze je 1,5 — 5 g/l ¢erného (pripadné zelen¢ho)
¢aje zalito prevaienou vodou, necha se vychladnout na pokojovou teplotu a pted inokulaci

je pridano 50 — 150 g/l sachardzy, aby byl ziskan 5 — 15% roztok (Bhattacharya et al.,
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2013). Nasledné je ptiddna Scoby spole¢né¢ se 100 ml hotového napoje kombucha
z predeslé fermentace. Sklenice s takto pfipravenym napojem se piikryji ¢istym bavinénym
platnem (Greenwalt et al., 2000). Octové bakterie, které jsou soucasti kultury Scoby,
zapric¢inujici fermentaci, vytvaii na hladiné¢ napoje zminovanou plovouci celulézovou
vrstvu krémové nebo svétle bézové barvy (Ahmed et al., 2020). Ze zacatku fermentace je
napoj kysely, spiSe ovocné chuti a jemn¢ perlivy. Béhem dalSich dnii kvaSeni se chut’
zméni na typicky lehce octovou a napoj je také vice perlivy (Boekhout et al., 2003).
Fermentace probiha zpravidla po dobu 7 — 14 dni (Bhattacharya et al., 2013). Pro vyrobu
Kombuchy je nejcastéji vyuzivan Cerny a zeleny Caj, ale 1ze vyuzit také bilé a zluté caje
nebo bylinné napoje (napt. z maty, skofice, anyzu, Salvéje nebo majoranky) (Ahmed et al.,

2020).

Cerny/zeleny &aj + . Voda
Sachardza
Zchlaz&\e’n'l Higrsty = Prefiltrovani <| Var-10 minut
(¢aje)
Fermentace Hotovy produkt —
— —
Ingkul dpesenby (7-10dni, 21-22 °C) napoj Kombucha

Obrazek 2. Vyrobni schéma napoje Kombucha (Kumar, Joshi, 2016).

Co se tyce konecné faze vyroby, tedy baleni a distribuce, komerc¢né dostupny hotovy
produkt, napoj kombucha, je balen pievazné¢ do hlinikovych, z vnitini strany
pocinovanych, plechovek, které napoj chrani pfedevSim pied vlivem svétla a vzdusného
kysliku. Nekteré spolecnosti upfednostiiuji pouze baleni do skla, jiné aplikuji oba zplisoby
baleni napoje (plechovka i sklo). Jelikoz nedochdzi k pasteraci po procesu fermentace,
existuje riziko tzv. sekundarni fermentace a expanze vzniklého oxidu uhli¢itého. Proto se
po lahvovéani, pfipadné tedy staceni do plechovek, provadi chlazeni, které zpomali nastup

druhotné fermentace (Kim, Adhikari, 2020).
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2.3 Charakteristika vodniho kefiru

Vodni kefir je rostlinny fermentovany napoj, podobnych organoleptickych charakteristik
jako kombucha. Vznikd diky kefirovym zrnim, které jsou ptidany do roztoku vody,
sachardzy a Cerstvého (napf. citron) nebo suSen¢ho (napt. rozinky, fiky) ovoce, ptipadné
ovocnych extrakti. Kefirova zrna nepravidelného tvaru a gelovitého charakteru obsahuji
skupinu mikroorganizmu, které maji schopnost velmi rychle v rdmci svého metabolismu
pfetvafet hydrolyzovanou sachar6zu na piislusné produkty (Fels et al., 2018). Kultura
kefirovych zrn pro vyrobu vodniho kefiru je, podobné jako u kombuchy, tvofena nékolika
druhy bakterii mlééného a octového kvaseni a také kvasinkami (Tu et al., 2019). Cinnosti
téchto mikroorganizmil vznika perlivy, lehce nakysly kvaseny népoj. Svymi vlastnostmi je

velmi podobny kefiru na bazi mléka (Lynch et al., 2021).

Obrazek 3. Zrna vodniho kefiru - a) zrna vodniho kefiru pouZita ve studii, b) zrna vodniho

kefiru vyuzivana pro doméaci vyrobu napoje (Laureys et al., 2017).

2.3.1 Chemické sloZeni vodniho kefiru
Voda

Ve vétsin€ pripadi tvoii voda zdklad népoje vodni kefir. Pii vyrobé vodniho kefiru se
stejné, jako u kombuchy, pouzivd pfevafend vychlazend demineralizovand voda,
vychlazena na pokojovou teplotu, tedy 21 °C. Neni vSak striktné ddno, Ze je nutné vyrabét
vodni kefir pouze za pouziti vody, oslazené sachar6zou a ochucené suSenym ovocem.
Existuje mnoho variant — napt. lze pouzit ovocné ¢i zeleninové $tavy z riznych druht
plodin, rostlinné napoje z ofechill, mandli, obilovin, ptipadné séji, kterd je z tohoto hlediska

pomérné oblibenou surovinou (Laureys et al., 2021).
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Sacharoéza

Jak jiz bylo zminéno vySe, jednd se o nejzndméjsi neredukujici disacharid. Obsazen je
v tém¢eft vSech Castech rostlin. Mimo cukrovou fepu a cukrovou titinu je zdrojem sacharozy
také javor cukrodarny (Acer saccharum). Velmi dobfe se rozpouSti ve vodé a je
zkvasitelnd. V ptipad¢ vodniho kefiru slouzi jako zdroj uhliku pro mikroorganizmy, které
sachardzu v ramci svého metabolizmu béhem fermentace pietvareji na ptislusné produkty.
Nejcastéji je vyuzivan krystalovy fepny cukr, a sice v mnozstvi 60 — 100 g/l (Lynch et al.,

2021; Hiivna, 2014; Destro et al., 2019).
Organické kyseliny

Hlavnim zéstupcem organickych kyselin je, podobn¢ jako u kombuchy, kyselina octova.
Dale je ve vyssi koncentraci zastoupena kyselina mléénéa (Lynch et al., 2021). Pfitomny
mohou byt také kyseliny propionova, kaprylovd a kaprinova a dalsi organické kyseliny
(napt. kyseliny vinna, jable¢na, citronova, glukonova atd.), obsazené v suroving, ktera tvori
substrat pro vyrobu vodniho kefiru (napt. jable¢na $tava a jiné ovocné/zeleninové Stavy)
(Randazzo et al., 2016).

Oxid uhlicity

Oxid uhlicity je bezbarvy plyn, bez zapachu, t€zsi nez vzduch. Je velmi dobfe rozpustny ve
vodé. Pfi rozpusténi ve vod¢ vznikd kyselina uhli¢itd. V urcité koncentraci méa oxid

uhlicity v napoji také konzervaéni uc¢inek. Vznikd béhem fermentace hlavné diky

ptitomnosti kvasinek (Ashurst, 2016).
Alkoholy a jejich estery

Mezi hlavni zastupce alkoholt, obsaZzenych ve vodnim kefiru, patii etanol, ktery je jednim
z hlavnich produktl metabolizmu pfitomnych mikroorganizmi, konkrétné kvasinek. Je
dale vyuzivan bakteriemi octového kvaSeni, které jej pfetvareji (oxiduji) na kyselinu
octovou. Etanol vznikd v rdmci procesu zvaném glykolyza, ke kterému dochazi béhem

fermentace (Randazzo et al., 2016).

Dale byla detekovana také pfitomnost n€kolika té¢kavych esterii a vysSich alkohold, napf.
izoamylacetatu, izoamylalkoholu, etyl oktanoatu, 2-metyl-1-propanolu a nékolika dalSich
latek, které ovlivituji senzorické vlastnosti vysledného produktu, (viz kapitola Senzoricka

charakteristika vodniho kefiru) (Lynch et al., 2021).
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Vitaminy

Mezi zastupce vitamint, které jsou obsazeny ve vysledném produktu, vodnim kefiru, patii
vitaminy skupiny B — By, B¢ a Bj,. Tyto vitaminy jsou obsazeny také v napoji kombucha a

jejich fyziologické ucinky jsou tedy popsany vyse (Lynch et al., 2021).
Mineralni latky

Mineralnimi latkami, které jsou obsazeny v tomto napoji, jsou mimo jiné napi. vapnik a

draslik (Hampton et al., 2021).

Zdrojem véapniku jsou piedev§im mlécné vyrobky, jako mléko, fermentované mlécné
vyrobky, syry. Déle je pak vapnik obsaZen napf. v ofeSich, olejnatych semenech (napf.
mak), listové zelening, obilovinach nebo luSténinach. Ptijem vapniku je dilezity predevsim
pro spravny vyvoj a rust kosti a zubi. Pti jeho nedostatku hrozi rozvoj osteoporozy, coz je
onemocnéni zndmé jako fidnuti kosti, které se vyskytuje pfedevsim u zen vyssiho veku

(Trailokya et al., 2016).

Draslik je velmi dilezitou mineralni latkou, obsazenou hlavné v zeleniné a ovoci, nebo
v bramboréch, ale také v Zivo€isSnych produktech, napf. vrybach, nebo v mléénych
vyrobcich. Je nezbytny pro kardiovaskularni systém, hlavné tedy z hlediska podpory
prevence vysokého tlaku a potizi se srdcem. Nepostradatelny je také v ptipad€ spravného

rustu a vyvoje kosti, podobn¢ jako vapnik (Weaver, 2013).
Aminokyseliny

Bé&hem kvaSeni dochazi ke vzniku fady aminokyselin. Mezi nejvice obsazené patii leucin,
izoleucin, metionin, fenylalanin, tryptofan a valin. VSechny patii mezi tzv. esencidlni
aminokyseliny, tedy aminokyseliny, které¢ si neni lidsky organizmus schopny sadm
syntetizovat a je nutné je prijimat ve stravé. Lze tedy predpokladat, ze by vodni kefir mohl

byt jednim ze zdroji téchto latek (Lynch et al., 2021).

2.3.2 Fyziologické tcinky vodniho kefiru

Vodnimu kefiru jsou pfisuzovany urCité zdravotni benefity, které pomémné vyznamnym
podilem koreluji se zdravotnimi U¢inky kefiru na bazi mléka (Lynch et al., 2021). Diky
pfitomnosti bakterii mlééného a octového kvaseni a probiotickych bakterii rodu
Bifidobacterium vznikaji béhem fermentace organické kyseliny (hlavné tedy kyselina
mlécnd a octovd, ale také kyseliny jablecnd a glukuronova), které urcitym podilem

prispivaji k rozvoji sttevni mikroflory, ¢imz je ptiznivé ovlivnén pribéh traveni a také tyto
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kyseliny maji protizanétlivé ucinky. Déle zminéné mikroorganizmy pfispivaji ke spravné
funkci imunitniho systému. Vodni kefir md mimo jiné také antioxidacni ucinky, byla
detekovana antiulcerogenni aktivita, ¢imz by pravdépodobné konzumace vodniho kefiru
urc¢itym podilem mohla pfispét k prevenci viedovych onemocnéni traviciho traktu. Dalsi
provedené studie prokazaly antihyperglykemicky efekt tohoto napoje, neboli schopnost
snizeni koncentrace LDL-cholersterolu v krvi. Tim by vodni kefir mohl byt dal§im
produktem, pfispivajicim k prevenci kardiovaskuldrnich onemocnéni, obezity a dalSich

civiliza¢nich chorob (Egea et al., 2020).

2.3.3 Senzoricka charakteristika vodniho Kkefiru

V piipadé vodniho kefiru, stejné jako u kombuchy, se také hodnoti senzoricky vjem ze
vSech péti hledisek. Organoleptické charakteristiky kone¢ného produktu se odviji od
pouzitého média, tedy zda se jednd o ovocnou nebo zeleninovou §t'avu, nebo o vodu, do
které se prida susené €i Cerstvé ovoce. Dale také zalezi na mnozstvi pfidaného cukru a na
délce fermentace (Laureys, De Vuyst, 2014; Randazzo et al., 2016).

Zpravidla je v8ak ziskavan lehce nakysly, perlivy napoj s ovocnym aroma. Chutovy vjem
je ovlivnén opét pfevazné organickymi kyselinami. V piipadé vodniho kefiru se jedna
predev§im o kyselinu mlé¢nou, octovou, jable¢nou a vinnou (Laureys, De Vuyst, 2014;
Randazzo et al., 2016).

Mezi latky, které ovliviiyji Cichovy vjem vodniho kefiru, patfi 2-metyl-1-propanol
(alkoholové aroma), izoamyl alkohol (aroma po odlakovaci na nehty), etyl acetat (hlavné
ovocné aroma, v men$i mife také alkoholové aroma a aroma po odlakovaci na nehty),
1izoamyl acetat (sladké ovocné aroma, pfipominajici banan nebo hrusku), etyl hexanoat
(ovocné aroma piipominajici jablka, banany), etyl oktanoat (také ovocné aroma typické
pro ananas, piipadné hrusku), etyl dekanoat (kvétinové aroma), etyl butanoét (kvétinové a
ovocné aroma) a etyl 2-metyl-butanodt (ovocné aroma charakteristické pro jahody, nebo
ananas), anetol (Iékoficové aroma) a linalool (citrusova, ovocna, ptipadné kvétinova viing)
(Laureys, De Vuyst, 2014; Randazzo et al., 2016).

Chut’ vodniho kefiru je ovlivnéna kone¢nou koncentraci organickych kyselin. Ty vznikaji
v ramci metabolizmu bakterii mlécného a octového kvaSeni. Pfevazuji hlavné tedy kyselina
mlécna a kyselina octova, dale kyseliny jable¢nd, vinna a citronova. Chutovy vjem
hotového produktu je ovlivnén také koncentraci etanolu a oxidu uhli¢it¢ho, ktery
zapricinuje typickou perlivost napoje. VSechny tyto charakteristiky se odviji od vstupni

koncentrace sachar6zy a doby fermentace. Celkovy senzoricky vjem népoje vodni kefir je
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nejCastéji popisovan jako ,sveézi, perlivy, mirné nakysly népoj s ovocnym aroma*

(Sabokbar, Khodaiyan, 2015).

2.4 Technologie vyroby vodniho kefiru

Produkce nédpoje vodni kefir neni komplikovana. Stejné¢ jako u kombuchy je zasadni
pfipravit symbiotické kultufe vhodné podminky pro kultivaci a udrzovat je po celou dobu
fermentace, aby bylo napf. zabranéno kontaminaci. Tedy je potieba dodrzovat dané

hygienické podminky.

2.4.1 Suroviny pro vyrobu vodniho kefiru
Voda

Pro vyrobu vodniho kefiru je potfeba pfevarend vychlazend voda na teplotu 22 °C = 1 °C.

Do vody je nasledné ptidan cukr, ovoce (susené/Cerstvé) a kultura.
Sacharoéza

Sacharéza je pridavana ve formé krystalového bilého fepného cukru, pfipadné mize byt
pouzit také cukr titinovy, nebo cukr neni pfidavan vibec v piipadé, ze je vodni kefir
vyrabén z ovocné §t'avy, kterd jiz sama o sobé obsahuje poZzadované mnozstvi sachar6zy.
V ptipadé vyuziti klasického krystalového cukru je ptfidavano zpravidla 60-100 g/l (Tu et
al., 2019; Destro et al., 2019).

Ovoce

Jako nejcastéji pouzivany druh ovoce jsou uvadény fiky, a sice v suSené¢ formé. Dale je
mozno piidat platky Cerstvého citronu. Dal§i moznosti je pouziti ovocné/zeleninové §tavy
z nejriznéjSich rostlinnych druhii (napf. jablko, meloun, hruSka, méné tradi¢ni ovocné
druhy jako kiwi, granatové jablko, dale ze zeleniny napft. fenykl, mrkev nebo cibule, velmi
Casto vyuzivana sdja, presnéji sojova syrovatka, zazvor, kokosovy ofech, ananas a nékolik

dalsich) (Lynch et al., 2021).
Kefirova kultura

Zrna vodniho kefiru jsou komeréné dostupné v lyofilizované formé, ptipadné je lze
zakoupit 1 s matecnym zakysem od n¢koho, kdo si sam vodni kefir vyrabi v doméacim
prostiedi. V piipad¢ piidavku zrn vodniho kefiru v lyofilizované formé se ptidava

zpravidla 5 g, coz odpovidd obsahu jednoho baleni kultury vodniho kefiru od vyrobce
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UNIBIOM s.r.0. V piipadé pouziti zrn vodniho kefiru od nekomeréniho vyrobce by mélo
byt pouzito 5 — 15 % (w/v) zrn s mateénym zakysem (Vodni kefirové kultury, 2018).

2.4.2 Postup vyroby vodniho kefiru

Nejdiive je potieba piipravit sterilni sklenice o pozadovaném objemu (2 — 3 1). Déle je
nejCastéj$i uvadény zpusob vyroby vodniho kefiru takovy, Ze je do prevaiené
demineralizované vody, vychlazené na teplotu 21-22 °C, ptidano 0,5 — 1,5 kg (6 — 10 %)
sachardzy v klasické sypké formé a nékolik suSenych fikl, pfipadné i Cerstvy, na platky
nakrajeny citron. Nasledné se ptidaji kefirova zrna (6 — 31 %) z predeslé fermentace.
(Laureys et al., 2017; Verce et al., 2019).

Smés je ponechéna pii pokojové teploté a anaerobnich podminkach po dobu, nejcastéji,

2 — 4 dnl. Béhem této doby probihd pomérné rychla fermentace (Laureys et al., 2018).
Vznika tak perlivy ndpoj mirn€ nazloutlé barvy, obsahujici etanol, CO,, manitol, organické
kyseliny, predevsim kyselinu mlé¢nou a kyselinu octovou, a dalsi latky, které ptispivaji ke
vzniku typického aroma tohoto produktu (Fels et al., 2018). Pravé diky vznikajicim
organickym kyselindm se v prib&hu fermentace snizuje pH produktu. Béhem 3-4 dnti se
pH snizi na hodnotu 3,43 — 3,5 (Laureys et al., 2018; Laureys et al., 2014).

V soucasné dobé existuje jen malo malych firem, které vyrabi a prodavaji urcité mnozstvi
mate¢ného zdkysu vodniho kefiru skefirovymi zrny (podobné jako snasadou u
kombuchy). Divodem je piedevsim to, ze fermentace a celkova vyroba vodniho kefiru
neni stabilni proces, resp. zatim nebyl vynalezen zplisob, jak vyrobni proces
standardizovat, aby bylo dosaZeno stabilnich vysledkt, napt. z hlediska ziskéani stejnych
organoleptickych vlastnosti nebo zajiSténi pfitomnosti pouze prospé€snych mikroorganizmii
(bakterii mlééného a octového kvaSeni, kvasinek a probiotickych bakterii) v konecném
produktu. V této podob¢, kefirova zrna s ¢asti napoje z predeslé fermentace, je vodni kefir
proddvan pouze v malych prodejnach zaméfenych na produkty tzv. zdravé vyzivy,
pfipadné lze pies webové stranky zakoupit kefirovou kulturu v lyofilizované formé a
piipravit si i mate¢ny zékys. Na rozdil od kombuchy, hotovy napoj vodni kefir jako takovy

vSak dostupny prozatim neni (Laureys et al., 2017; Laureys, de Vuyst, 2014).
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3 MIKROBIOLOGIE KOMBUCHY A VODNIHO KEFIRU

Mikroorganizmy pfitomné v napojich kombucha a vodni kefir jsou podstatou téchto
produkti. Béhem fermentace vznika diky ¢innosti mikroorganizmt nékolik chemickych
latek, které maji mimo jiné nutricni a konzervacni ucinek, dale pfispivaji k typickym
fyzikélné-chemickym a senzorickym vlastnostem téchto fermentovanych napoji. Jelikoz
nedochazi k tepelné konzervaci po konci fermentace, maji hotové napoje také probioticky
efekt (podpora spravného prabehu traveni, vliv na imunitni systém), pfedevsim pak diky
pfitomnosti bakterii rodu Bifidobacterium, coz je dal$i diivod, pro¢ jsou pro spotiebitele

velmi atraktivnimi produkty (Vilela, 2019).

3.1 Mikrobiologie kombuchy

Pro pfipravu ndpoje kombucha je kromé cerného/zeleného Caje a sachardzy nezbytné
pouzit kulturu mikroorganismi, kterd je podstatou tohoto produktu. Jednd se o
symbiotickou kulturu bakterii a kvasinek (SCOBY), ktera tvoii biofilm na povrchu média.
Jind oznaceni pro tento biofilm mohou byt napf. zazracna houba, Japonska houba,
MandZuské houba a jiné. Termin Scoby poprvé pouzil Leo Porzio v 90. letech 20. stoleti

(Soares et al., 2021).

Na =zacatku fermentace jsou aktivni predevSim osmotolerantni kvasinky rodu
Zygosaccharomyces sp. a druhy Schizosaccharomyces pombe a Torulaspora delbrueckii.
Nasledné dojde k rozvoji acidotolerantnich kvaisnek, ptedev§im Brettanomyces sp. a
Candida stellata (Soares et al., 2021). Pfitomny jsou také bakterie octového kvaSeni,
pfedev§im druhy bakterii Acetobacter aceti, Acetobacter xylinum, Acetobacter
pasteurianus, Gluconobacter oxydans a kvasinky Zygosaccharomyces kombuchaensis
(Kapp et al., 2019). Dale byly detekovany také bakterie mlécného kvaseni, predev§im pak
druhy Lactobacillus fermentum, Oenococcus oeni, (Soares et al., 2021). Fermentace

probiha zpravidla 7-10 dni pfi pokojové teploté do 30 °C (Toran-Pereg et al., 2021).

3.2 Mikrobiologie vodniho kefiru

K vyrobé vodniho kefiru je zapotiebi kromé& sachardzy a suSené¢ho ¢i Cerstvého ovoce,
pfipadné ovocné/zeleninové S§téavy, kultura mikroorganismii, které jsou do napoje
pfidavany ve formé kefirovych zrn spole¢né s matecnym zdkysem. Kulturu lze také

zakoupit v lyofilizované podobé& (Lynch et al., 2021).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

Zrna vodniho kefiru jsou tvofena predevSim bakteriemi mlééného kvaseni, bakteriemi
octového kvaSeni a kvasinkami. Konkrétné se jednd o druhy bakterii mlééného a octového
kvaSeni Lactobacillus casei, Lactobacillus brevis, Lactobacillus rhamnosus, Leuconostoc
citreum, Lactobacillus helveticus, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus  parabuchneri, Leuconostoc mesenteroides, Gluconobacter japanicus,

Gluconobacter oxydans a Acetobacter lovaniensis (Lynch et al., 2021; Fiorda et al., 2017).

Mezi hlavni zastupce kvasinek patii Saccharomyces cerevisiae, Candida a Kluyveromyces
lactis (Fiorda et al., 2017). Zrna jsou témét pruhlednd a na jejich povrchu je vrstva
exopolysacharidi, kterd je vytvarena praveé pritomnymi skupinami mikroorganismu (Lynch
et al., 2021; Fiorda et al., 2017). Fermentace probiha zpravidla 4 — 8 dni pfi teploté
v rozmezi 21 — 30 °C (Lynch et al., 2021).
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1L PRAKTICKA CAST
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4 CIL PRACE

Cilem prace bylo zjistit vybrané parametry netradi¢nich fermentovanych napoju,
kombuchy a vodniho kefiru. Pfinos této prace spociva zvlast¢ v aplikaci Scobu a Tibi
kefirovych zrn do zeleninovych S§tav, kterym doposud v dostupné literatuie nebyl
v souvislosti se zminénymi symbiotickymi kulturami vénovan prostor. Vystupem prace je

tedy 1 vyroba ,,prototypi* novych vyrobki.
Prace byla nasledn¢ zamétena na tyto dil¢i cile:

e Vyrobit modelové vzorky kombuchy ze tii druhli napoji, ¢erného caje,
Stavy z kysaného zeli a ze =zeleninové S$tavy (déale také oznaceni
,vicedruhova zeleninova Stdva®) o pocatecni koncentraci sacharézy 9 %

(W/v) u vsech tii napoja.

e Vyrobit modelové vzorky vodniho kefiru rovnéz ze tii druhti ndpojt, a sice
100% jablecné stavy, stavy zkysan¢ho zeli a ze zeleninové §tavy o

pocatecni koncentraci sachardzy 9 % (w/v) u vSech tfi napoja.

e U vzorkl napoje kombucha provést zdkladni chemické analyzy — stanoveni
pH, TDS (Total Dissolved Solids, dale jen TDS), refraktometrické suSiny

v pribéhu desetidenni fermentace.

e U vzorkl napoje vodni kefir provést rovnéz zékladni chemické analyzy —

stanoveni pH, TDS, refraktometrické susiny v priibéhu ¢tyfdenni fermentace

e Pomoci pfistroje Alcolyzer Anton Paar stanovit v totoZznych casovych
intervalech parametry jako obsah etanolu, hustota, zdanlivy a realny extrakt,

zdanlivy a redlny stupen fermentace a energetickd hodnota.

e Ve stejnych casovych intervalech provést méteni reologickych vlastnosti

vzorkli ndpoju, a sice zdanlivé viskozity a smykového napéti (meze toku).

e Ve stejnych casovych intervalech provést méfeni barvy pomoci systému
CieLab a méfeni aktivity vody rovnéz ve stejnych Casovych intervalech, u

vSech vzorku.

e Nameétfené vysledky analyz vyhodnotit, zpracovat do vhodnych grafi a

tabulek a vyvodit zavér.
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5 METODIKA PRACE

V ramci metodiky préace jsou sepsany vSechny suroviny a pfistroje, které byly pouzity pro
vyrobu vzorkl a nasledné analyzy za danych laboratornich podminek. Dale jsou popsany

principy a postupy jednotlivych méteni.
5.1 Material a metody

5.1.1 Suroviny pro vyrobu napoje kombucha a vodniho kefiru

Cerny &aj (Assam Orangajuli SFETGFOP1, zemé& ptivodu: Indie; distributor Oxalis, spol. s T.
0., CR)

Jable¢na stava (Linea Nivnice, a. s., CR) - Slozeni: Jable¢na s§t'ava, antioxidant: kyselina

askorbova. Podil ovocné slozky: 100 %. Pasterovano.

Stava z kysaného zeli (Zemé pavodu: Némecko; distributor pro CR: DM drogerie markt
s.r.0., Ceské Budé¢jovice, CR) - SloZeni: Stava z kysaného zeli*, motska sil. Zkvaseno

kyselinou mlé¢nou. *z biodynamického zemédé€lstvi.

Zeleninova §tava (Zemé pivodu: Némecko; distributor pro CR: DM drogerie markt s.r.o.,
Ceské Budgjovice, CR) - SloZeni: 67 % rajéatové §tava*, 13 % mrkvova §tdva*, 6 % §téva
z kysaného zeli*, 4 % celerova §t'dva (alergen)*, 4 % Stava z Cervené fepy™*, 2 % okurkova
Stava*, 2 % paprikové pyré*, Stava z cibule*, S§tava z fazoli*, §tava z kopru*, bylinkova
motiska s0l* (moiska sil, poérek*, piskavice modrd*, tymian*, kerblik*, libecek*,
koriandr*, kopr*, bazalka*, jalovec*, vaviin®*, brutndk lékatsky*). ZkvaSeno kyselinou

mlécnou. *z biologického zemedélstvi
Sachar6za — krystalovy bily fepny cukr (Cukrovar Vrbatky, CR)
Kombucha nasada (Stevikom s. r. 0., Praha, CR), celulézovy fungus v mateéné suspenzi

Lyofilizovana kultura vodniho kefiru (UNIBIOM s.r.0., Bfeclav, CR)

5.1.2 Chemické latky a pripravky

MRS Agar (HiMedia Laboratories, Indie)

M17 Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Mannitol Salt Agar (HiMedia Laboratories, Indie)

Endo Agar Base (HiMedia Laboratories, Indie)
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Acetobacter Agar Glucose (HiMedia Laboratories, Indie)
Reinforced Clostridial Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Slanetz-Bartley Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Sabouraud Dextrose Agar (HiMedia Laboratories, Indie)
Sterilni fyziologicky roztok

Etanol absolutni p. a. (Penta s.r.0., CR)

5.1.3 Pristroje a pomiicky

Viéhy Kern PFB 1200-2 (Kern & Sohn GmbH, Némecko)

Centrifuga EBA 21 (Hettich, Némecko)

pH meter Foodcare HI 99161 (Hanna Instruments, USA)

Digital refractometer Kern ORF 45BE (Kern & Sohn GmbH, Némecko)
Konduktometr CyberScan CON 110 (Eutech Instruments, Thermo Scientific, USA)
Alcolyzer Anton Paar (Anton Paar GmbH, Rakousko)

HAAKE RheoStress 1 (Thermo Fisher Scientific, USA)

Water Activity Meter (AquaLab, Decagon Devices, Inc., USA)
Spektrofotometr Ultrascan PRO (HunterLab, USA)

Eddy Jet 2W — Spiral Plater (Neutec Group, Inc., USA)

Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan, USA)

SphereFlash® - Automatic Colony Counter (IUL Instruments, Spanélsko)
Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Inkubator mikrobiologicky (Memmert, Némecko)

Autoklav135 S, H+P VARIOKLAYV (H+P Labortechnik AG, Némecko)
Box laminarni BIO IIA, typ Biohazard (TELSTAR, CR)

Sklenice typu OMNIO 3,75

Plastové zkumavky s vicky o objemu 50 ml a 15 ml

5.2 Vyroba modelovych vzorkii kombuchy a vodniho kefiru

Bylo vyrobeno celkem Sest modelovych vzorkl (prototypli vyrobki), tfi vzorky kombuchy
a tfi vzorky vodniho kefiru. U kaZdého népoje bylo jedno ze tii prostfedi typickym
prostiedim, do kterého se dané symbiotické kultury aplikuji nejcastéji. U kombuchy se

jednalo o cerny €aj a u vodniho kefiru o jable¢nou §tavu. Dalsi dvé média byla spolecna
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pro oba népoje, kdy se jednalo o $tavu z kvaSeného zeli a o vicedruhovou zeleninovou

stavu.

5.2.1

Surovinova skladba modelovych vzorka kombuchy a vodniho kefiru

Vychozi koncentrace sachar6zy byla u vSech médii (Caj, ovocné a zeleninové st'avy) a pro

oba fermentované népoje (kombucha i vodni kefir) nastavena na 9 % (w/w).

Kombucha

Vzorek K X C: Extrakt ¢aje 91,0 % (w/w), sacharoza 9,0 % (w/w), kdy na toto
mnozstvi bylo ptidano 4,0 % (w/w) SCOBY

Vzorek K X Z: Zelna stava 91,8 % (w/w), sachardéza 8,2 % (w/w), kdy na toto
mnozstvi bylo ptidano 4 % (w/w) SCOBY

Vzorek K X M: Vicedruhova zeleninova stava 92,7 % (w/w), sachardza 7,3 %

(w/w), kdy na toto mnozstvi bylo pfidano 4 % SCOBY

Misto pismene ,,X* je v oznaceni vzorku uvedeno ¢islo odbéru. Celkem bylo v ptipadé
kombuchy provedeno 7 odbérti v ¢asech 0 h (1. odbér, tedy napt. K 1 C), 24 h (2.
odbér), 48 h (3. odbér), 72 h (4. odbér), 96 h (5. odbér), 168 h (6. odbeér) a 216 h (7.

odbér) fermentace.

Vodni kefir

Vzorek V_X J: Jable¢na 100% S$tava bez Gprav, kdy na toto mnozstvi bylo pouZito

17 % (w/w) matecného zakysu vodniho kefiru

Vzorek V_X Z: Zelna stava 91,8 % (w/w), sacharéza 8,2 % (w/w), kdy na toto

mnozstvi bylo pouzito 17 % (w/w) matecného zdkysu vodniho kefiru

Vzorek V_X M: Vicedruhova zeleninova stava 92,7 % (w/w), sacharéza 7,3 %
(w/w), kdy na toto mnozstvi bylo pouzito 17 % (w/w) mate¢ného zékysu vodniho

kefiru

Mate¢ny zakys vodniho kefiru byl pfipraven 24hodinovou kultivaci lyofilizované

kultury v prostiedi shodném s modelovymi vzorky.

Misto pismene ,,X* je v oznaceni vzorku uvedeno ¢islo odbéru. Celkem byly v ptipadé
vodniho kefiru provedeny 4 odbéry v ¢asech 0 h (1. odbér, tedy napt. V_1 J), 24 h (2.
odbér), 48 h (3. odbér) a 72 h (4. odbér) fermentace.
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5.2.2 Postup vyroby modelovych vzorki kombuchy a vodniho kefiru

Piiprava Kombuchy

Sklenéné nadoby pro kultivaci SCOBY, resp. pro vyrobu kombuchy, byly sterilni. Extrakt
¢erné¢ho Caje byl piipraven smisenim 0,6 % (w/w) navazky cerné¢ho Caje s pitnou vodou,
ktera viela 10 minut. Infuze trvala rovnéz 10 minut. Nésledné byl ¢aj ptefiltrovan do
sterilni sklenéné nadoby a byla u néj provedena uprava koncentrace zkvasitelného cukru.
Za sterilnich podminek byl standardizovan i obsah zkvasitelného cukru v zeleninovych
Stavach. Do takto pfipravenych zakladi bylo pfidano SCOBY. Fermentace probéhla
v mistnosti s fizenou teplotou (25 += 2 °C) a bez pristupu svétla. Kombucha byla
kultivovana po dobu 216 hodin, kdy byly po dobu kultivace uskutectiovany zminéné
odbéry v téchto Casech: 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 ha 216 h.

Priprava vodniho kefiru

Byl ptipraven mate¢ny zakys, kdy do upravenych stav o hmotnosti 500 g bylo pfidano 5 g
lyofilizované kultury. Kultivace byla realizovéana pii 25 + 2 °C po dobu 24 h. Po 24 h byl
matecny zakys inokulovan do findlniho objemu upravenych $tav. Fermentace probéhla
v mistnosti s fizenou teplotou (25 + 2 °C) Stavy byly ponechany kultivaci pti pokojové
teploté (pii1 25 + 2 °C) a bez piistupu svétla po dobu 72 hodin, kdy byly realizovany odbéry
v téchto ¢asovych intervalech: 0 h, 24 h, 48 ha 72 h.

5.3 Fyzikalné-chemicka analyza

Béhem fermentace vzork byla v kazdy odbérovy cas provedena zdkladni fyzikéalné -
chemické analyza, v rdmci které bylo stanoveno pH, TDS (Total Dissolved Solids, déle jen
TDS), refraktometrickd suSina a pomoci pfistroje Alcolyzer Anton Paar byly stanoveny
parametry jako obsah etanolu a hustota, na zdklad¢ kterych software pfistroje vypocetl
dalsi parametry, jako jsou zdanlivy a redlny extrakt, zdanlivy a redlny stupen fermentace,
kalorickd hodnota. Dale byl proveden odbér vzorki pro mikrobiologicky rozbor, pro

stanoveni viskozity, barvy a aktivity vody.

5.3.1 Stanoveni pH

Hodnoty pH byly méfeny pomoci vpichového pH metru (pH meter, HI 99161, Foodcare,
Hanna Instruments, USA) pfi laboratorni teploté 25 + 2 °C. Méfeni bylo provedeno pied

odstfedénim vzorki a u kazdého vzorku bylo provedeno ttikrat (n = 3).
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5.3.2 Stanoveni TDS

Stanoveni hodnot TDS bylo provedeno pomoci elektrody konduktometru (CyberScan
CON 110, Eutech Instruments, Thermo Scientific, USA). Méfeni bylo provedeno pied

odstfedénim vzorku a u kazdého vzorku bylo provedeno tiikrat (n=3).

5.3.3 Stanoveni refraktometrické suSiny

Me¢teni refraktometrické suSiny bylo provedeno pomoci digitadlniho refraktometru (Digital
refractometer Kern ORF 45BE, Kern & Sohn GmbH, Némecko). Vzorky byly pied
méfenim odstfedény na centrifuze pfi 6000 ot./min po dobu 10 minut. Nasledné bylo
pomoci kapatka vzdy davkovano wurcité mnozstvi daného vzorku a zméfena

refraktometrickd suSina. Méfeni bylo opét provedeno ttikrat (n=3) u kazdého vzorku.

5.3.4 Stanoveni hustoty a obsahu etanolu

Pomoci pfistroje Anton Paar Density Meter DMA 4500 M a konkrétné Alcolyzer Beer ME
modulu byly méfeny parametry jako obsah etanolu a hustota. Pfistroj méfi na principu
selektivni absorpcni metody, blizké infracervené spektroskopie (NIR). Zdanlivy a realny
extrakt a zdanlivy a redlny stupenn fermentace a energetickd hodnota byly dopocitany
pomoci softwaru pfistroje. Vzorky byly pfed stanovenim centrifugovany (odplynény) pfi

6000 otackach po dobu 10 minut. Méfeni bylo provedeno tfikrat (n = 3).

5.4 Reologicka analyza

V ramci reologické analyzy byly sledovany dvé veli¢iny, a sice smykové napéti (mez toku)
a viskozita modelovych vzorkli. Pro méfeni byl pouzit ptistroj HAAKE RheoStress 1
(Thermo Fisher Scientific, USA) a zvolena geometrie byla valec-valec, vnitini primeér
valce byl 34 mm, $térbina 7,2 mm. Objem vzorku pro kazdé méteni byl 40 ml a vSechna

meteni byla provedena pfi teploté 20 £ 1 °C. Méfeni bylo provedeno dvakrat (n = 2).

Tyto podminky byly pouzity pro vSechny modelové vzorky. Proces métfeni byl proveden
v ramei 2 cykld, tj. jeden vzestupny (od 0 do 100 s™) za 250 s a nasledny druhy sestupny
cyklus (od 100 do 0 s™) rovnéz béhem 250 s. Zmény byly pozorovany z hlediska zdanlivé
viskozity a smykového napéti. K popisu reologického chovani modelovych vzorkl byl
vyuzit model Oswald de Waele, ktery slouzi zejména pro latky pseudoplastické

a dilatantni. Oznacovan byva také jako model Power Law nebo model mocninovy.
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K tomuto modelu se vztahuje rovnice:
T=K=x* y"
Kde: t... smykové napéti [Pa]
K ... soucinitel konzistence [Pa-s"]
n ... index tokového chovéni (n>1 — latka dilatantni, n<1 — latka pseudoplasticka)
[-]

y ... smykova rychlost [s"]

5.5 Meéreni barvy

Me¢éieni barvy bylo provedeno pomoci pristroje spektrofotometru Ultrascan PRO
(HunterLab, USA) v trojrozmérném prostoru CIE L*a*b*. Vzorky byly prométeny vzdy
tiikrat (n = 3).

Ke stanoveni barvy vzorkil je pomérné casto vyuzivan barevny prostor CIE L*a*b*.
Souradnice L*a*b* charakterizuji barvu jako bod v trojrozmérném prostoru, kdy L* je
svétlost barvy (hodnoty 0-Cernd barva az 100-bild barva), a* popisuje rozsah barev od
zelené (-a*) po Cervenou (+a*) a b* urcuje rozsah barev od modré (-b*) po Zlutou (+b*).

Oblasti a* a b* jsou v horizontalni roving, L* pak v roviné vertikalni.

5.6 Stanoveni aktivity vody

Stanoveni aktivity vody bylo provedeno pomoci ptistroje Water Activity Meter (AquaLab,
Decagon Devices, Inc., USA). Vzorek byl vlozen do testovaci nddobky. M¢éfeni byla
provedena pfi teploté 24 + 1 °C. Méteni bylo provedeno vzdy tiikrat (n = 3).

5.7 Mikrobiologicky rozbor

Ve vySe zminénych Casovych intervalech byl proveden mikrobiologicky rozbor vzorkl
kombuchy a vodniho kefiru. Byla pouzita metoda roztéru a objem inokulovaného vzorku
byl 50 pl. Inokulace byla provedena pomoci piistroje Eddy Jet 2W — Spiral Plater (Neutec
Group, Inc., USA). Pro rozbor byla pouZita nasledujici zivna média:

Mannitol salt agar (dale jen MSA)

Jednd se o casto vyuzivané selektivni rastové médium, které slouzi pro stanoveni

patogennich zastupct rodu Staphylococcus. Kultivace probihala v termostatu pii 37 °C
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aerobng, jelikoz se jednd o mezofilni, fakultativné anaerobni a aerobni rod bakterii.
Kultivace probihala po dobu 24 hodin. V pfipadé ptitomnosti bakterii rodu
Staphylococcus, které jsou schopny fermentovat obsazeny D-mannitol, jsou vytvofeny

zluté kolonie.

Tabulka 1. SloZzeni MSA média.

Latka Mnozstvi (g/1)
Prote6zovy pepton 10

Hovézi extrakt 1

Chlorid sodny 75

D-mannitol 10

Fenolova ¢erven 0,025

Agar 15

Bylo navaZeno 111,0 g pfipravku do 1000 ml destilované vody a tato smés byla zahfivana
do uplného rozpusténi. Nasledne doslo ke sterilaci v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu
15 minut. Poté byla smés ochlazena na teplotu 45 — 50 °C. Pfed nalévanim na Petriho

misky doslo k dikladnému promichani. Kone¢né pH (pii 25 °C) bylo 7,4 = 0,2.
Medium Slanetz-Bartley (dale jen SB)

Toto médium slouzi pro detekci a stanoveni enterokokil. Kultivace probihala v termostatu
pii 37 °C aerobné po dobu 24 hodin. Rod Enterococcus je skupinou bakterii mlécného
kvaseni, které jsou fakultativné anaerobni, coZ znamend, Zze mohou Zit v prostfedi, kde je
koncentrace kysliku nizkd, i1 v prostfedi, kde je koncentrace kysliku vys$si. Tudiz zvolené

podminky byly pro riist tohoto rodu bakterii vhodné. Vytvaieji cervené kolonie.
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Tabulka 2. Slozeni SB média.

Latka Mnozstvi (g/1)
Tryptoza 20

Kvasni¢ny extrakt 5

Dextroza 2
Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 4

Azid sodny 0,4
Trifenyltetrazolium chlorid 0,1

Agar 15

Bylo navéazeno 46,5 g ptfipravku do 1000 ml destilované vody a opatrné zahtivano pii
dikladném promichdvani do Gplného rozpusténi. Nebyla provedena sterilace v autoklavu.

Bylo tfeba smés ochladit ve vodni 1azni na 50 °C. Kone¢né pH (pfi 25 °C) je 7,2 £0,2.
Reinforced clostridial broth (dale jen RCB)

Jedna se 0 médium pro stanoveni anaerobnich sporulujicich bakterii. Kultivace probihala
v termostatu pii 30 °C anaerobné po dobu 24 hodin. Anaerobni podminky byly zvoleny
z divodu fyziologickych vlastnosti mikroorganizmt, které byly na tomto médiu
kultivovany, a sice se jednalo o anaerobni bakterie rodu Clostridium. Bakterie vytvareji

svétlé, nazloutlé kolonie.
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Tabulka 3. Slozeni RCB média.

Latka Mnozstvi (g/1)
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 10

Hovézi extrakt 10

Kvasni¢ny extrakt 3

Dextroza 5

Chlorid sodny 5

Octan sodny 3

Skrob 1

L-cystein hydrochlorid 0,5

Agar 0,5

Pro ptipravu zivného média bylo navéazeno 38,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody
a tato smes byla zahfivana az do uplného rozpusténi. Néasledné€ doslo k rozplnéni do banck
a tyto byly sterilovany v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Kone¢né pH bylo
(pt1 25 °C) 6,8 £ 0,2.

M17 Broth (dale jen M17)

Médium M17 je uréeno pro stanoveni mlécnych streptokokti (Streptococcus lactis,
Streptococcus cremoris, Streptococcus diacetylactis). Na tomto médiu rostou také
laktokoky. Tedy lze pfipadny narist komentovat jako nariist mlénych kokt. Kultivace
probihala v termostatu pti 30 °C aerobné¢ po dobu 48 hodin. Mlé¢né koky vytvareji bilé

diskovité kolonie.
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Tabulka 4. Slozeni M 17 broth média.

Latka Mnozstvi (g/1)
Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 2,5

Masovy pepton 2,5

So6jovy pepton 5

Kvasni¢ny extrakt 2,5

Hovézi extrakt 5

Laktoza 5

Kyselina askorbova 0,5

Siran hotfeCnaty 0,25
Beta-glycerofosforecnan (di)sodny 19

Bylo navazeno 42,25 g ptipravku a 15 g agaru do 1000 ml destilované vody a zahtivano az
do Uplného rozpusténi média. Nasledn¢é byla provedena sterilace v autoklavu pii teploté

121 °C po dobu 15 minut. Kone¢né pH bylo (pfi 25 °C) 7,1 £0,1.
Acetobacter Agar (dale jen AA)

Zivné médium AA je uréeno pro kultivaci glukoza pozitivnich druhii rodu Acetobacter.
Kultivace probihala v termostatu pii 30 °C aerobné po dobu 48 hodin, jelikoz byl sledovan
celkovy pocet bakterii octového kvaSeni, konkrétn€ z rodu Acetobacter, kdy se jednéd o

aerobni mikroorganizmy.

Tabulka 5. Slozeni AA média.

Latka MnoZstvi (g/1)
Kvasni¢ny extrakt 10

Uhlicitan vapenaty 10

Glukoza 3

Agar 15
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Bylo piipraveno 38,0 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a zahtivano do bodu varu.
Nasledné byla smés rozplnéna do zkumavek tak, aby byl uhli¢itan vapenaty rovnomérné
zastoupen v celém médiu. Poté byla provedena sterilace v autoklavu pii 121 °C po dobu 15
minut. Obsah zkumavek byl promichén a rychle zchlazen v Sikmé poloze tak, aby byl
uhlic¢itan vapenaty opct rovnomeérné rozptylen. Konecné pH (pfi 25 °C) bylo 7,4 £ 0,2.
Endo agar (dale jen E)

Médium E je urceno pro detekci a rozliSeni laktéza-pozitivnich a laktéza-negativnich
koliformnich bakterii. Kultivace probihala v termostatu pii 37 °C aerobné po dobu 24
hodin. V pfipadé laktéza-pozitivnich mikroorganizmti vznikaji tmavé rizové az stiedné
cervené kolonie s lesklym zelenoSedym zabarvenim média. V ptipad¢ laktdéza-negativnich

mikroorganizmi vznikaji naopak svétle rizové kolonie bez zabarveni média.

Tabulka 6. SloZeni Endo agaru.

Latka MnoZstvi (g/1)
Masovy pepton 10
Laktoza 10
Sifi¢itan sodny 2,5
Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 3,5
Bazicky fuchsin 0,5
Agar 15

Bylo navazeno 41,5 g ptipravku do 1000 ml destilované vody a tato smés byla zahfivana
do uplného rozpusténi. Nasledné doslo ke sterilizaci v autokldvu pii teploté¢ 121 °C po
dobu 15 minut. Pfed nalévanim na Petritho misky bylo pfipravené¢ médium dikladné

promichédno. Konecné pH (pfi 25 °C) bylo 7,5 + 0,2.
Sabouraud Dextrose Agar (dale jen SAB)

SAB je zivné médium urcéené pro kultivaci kvasinek, plisni a acidotolerantnich bakterii.
Kultivace probihala pfi pokojové teplote, tedy pii 25 °C aerobné¢ po dobu 48 hodin.

Vznikaji smetanové bilé kolonie mikroorganizmd.
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Tabulka 7. Slozeni SAB média

Latka Mnozstvi (g/1)
Mykologicky pepton 10
Dextroza 40
Agar 15

Bylo navazeno 65,0 g média do 1000 ml destilované vody a zahfivano do uplného
rozpusténi. Nasledn¢ doslo ke sterilizaci v autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut.

Kone¢né pH (pii 25 °C) bylo 5,6 £ 0,2.
Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth; dale jen MRS)

MRS je zivné médium urcené pro kultivaci druhti rodu Lactobacillus. Kultivace probihala
v termostatu pii 30 °C anaerobné po dobu 48 hodin. Pfitomné bakterie rodu Lactobacillus

vytvareji kolonie bilé az krémové barvy.

Tabulka 8. Slozeni MRS broth média.

Latka MnoZstvi (g/1)
Protedzovy pepton 10,00
Hoveézi extrakt 10,00
Kvasni¢ny extrakt 5,00
Dextroza 20,00
Polysorbat 80 1,00
Citran amonny 2,00
Octan sodny 5,00
Siran hotfecnaty 0,10
Siran manganaty 0,05
Hydrogenfosfore¢nan (di)draselny 2,00

Bylo navéazeno 55,15 média a 15 g agaru do 1000 ml destilované vody a v této podobé byla

smés zahiivana do uplného rozpusténi. Nasledn¢ bylo médium rozplnéno do zkumavek




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 51

(Ize 1 do bangk) a sterilizovano pomoci autoklavu pii 121 °C po dobu 15 minut. Kone¢né

pH (pfi 25 °C) 6,5 + 0,2.

U zivnych médii M17, MRS, AA a SAB bylo vzdy provedeno desitkové fedéni 10~ a 107,
U zbylych médii, SB, E, MSA a RCB byly inokulovany nefedéné vzorky, tedy 10°.
Nasledny vypocet CFU/ml byl proveden pomoci softwaru pfistroje SphereFlash®
(Automatic Colony Counter, IUL Instruments, Spanélsko). Nartst byl detekovan pouze u
médii M17, MRS, AA a SAB. Pro vypocet CFU/ml bylo tedy vyuzito priméru ze dvou

fedéni.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

V ramci této diplomové prace byly vyrobeny dvé fady vzork fermentovanych napoju,
kombuchy a vodniho kefiru. V obou piipadech byly napoje vyrobeny ze tii zékladl (ti
napoju), pficemz jeden ze tfi byl vzdy tradi¢ni (¢aj pro kombuchu, jablecnd Stava pro
vodni kefir) a zbyla dvé prostfedi byla spole¢na (zelnd s§t'ava, vicedruhova zeleninova
Stava). Prostfedi zeleninovych s§tav pro kultivaci zrn vodniho kefiru a SCOBY bylo
vybrano proto, ze zadna doposud dostupna studie tato prostfedi nezkoumala. U vSech
vzorkll byla v pribéhu fermentace provedena métfeni a mikrobiologicky rozbor (kapitoly
5.3, 5.5 = 5.7). Ve stejnych Casovych intervalech byly provedeny odbéry pro reologickou
analyzu (kapitola 5.4).

6.1 Vyhodnoceni fyzikalné — chemické analyzy

U vSech vzorkl byla provedena v prib&hu fermentace fyzikalné-chemicka analyza.

6.1.1 Vysledky stanoveni pH

Vzorky kombuchy byly v ¢asovych intervalech 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 168 h a 216 h
podrobeny stanoveni pH, TDS a refraktometrické suSiny. Naméfené hodnoty pH u vSech

tii vzorkd ndpoje kombucha jsou uvedeny na Obrazku 5.

Caj MZelnaitiava A Vicedruhova zeleninova §tava
8,00 -
7,00 -
6,00 -
5,00 -

ol g 4 B m  § wm

3,00 -
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0,00 ‘ ‘ : : : ‘
0 24 48 72 96 168 216
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Obrazek 5. Zména pH béhem fermentace kombuchy z Cerného Caje a ze zeleninovych

Stav; smerodatné odchylky jsou v rozsahu 0,00 — 0,03 a nejsou znazornény v grafu.
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Z grafu (Obr. 5) jasn¢ vyplyva, Ze k vyraznéjSimu snizeni pH behem fermentace doslo
pouze v ¢erném caji. K této zmeéné doslo ihned prvni dny kultivace. V nésledujicich dnech
byla zména hodnot pH pouze nepatrnd. U zbylych dvou médii, tedy zelné Stavy a
vicedruhové zeleninové Stavy, se hodnoty pH pfiliS neménily. V piipadé kombuchy
z ¢erného Caje byla namétena nejvyssi hodnota pH 6,85 a nasledné doslo k vyznamnému
poklesu na hodnoty v rozmezi 3,33 — 4,02. Dle studie Neffe-Skoncinska et al. (2017) byly
v ptipad¢ kombuchy v ¢erném caji naméteny hodnoty pH v rozmezi 2,77 — 3,07 v pribéhu
10denni fermentace. Souhlasn¢ s nami doslo ke zna¢nému snizeni pH z diivodu fermentace
a tvorby kyselych produkti. Rozdily mohou byt zplisobeny odlisnymi podminkami
fermetnace a predevS§im pak v recepturnich mnozstvich vstupnich surovin. Prubéh

fermentace vSak m¢l podobné charakteristiky.

V ptipad€ kombuchy ze zelné $tavy bylo rozmezi hodnot pH 3,61 — 4,06. Z grafu (Obr. 5)
je patrné, ze v prubéhu 216 hodin fermentace nedoslo k vyrazné zméné pH tohoto napoje.
Podobny pribéh zmény hodnot pH byl rovnéz u kombuchy z vicedruhové zeleninové

Stavy, kdy rozmezi namétenych hodnot bylo 3,66 — 4,06.

Dle studie Ulusoy a Tamer (2019), kdy byly sledovany zmény hodnot pH v pribchu
fermentace kombuchy z ¢aje obohaceném rtiznymi druhy ovoce a zeleniny (konkrétné se
jednalo o koncentraty §tav z ¢erné mrkve, z bobkovisni, z trnky obecné a z ¢ervenych
malin), doSlo v pfipadé€ zeleného Caje k poklesu hodnot pH béhem 24 hodin z hodnoty 7,2
na 3,97 a nasledny pokles béhem desetidenniho skladovani byl spiSe pozvolny. To velmi
koresponduje s naSimi naméfenymi hodnotami a pribéhem zmén pH v pfipadé vzorku
kombuchy v ¢erném caji. U vzorka s ptidavky ovocnych a zeleninového extraktu $tav byl
pozorovan pokles pH spiSe mirny, coz je také velmi podobné pribéhu zjisténém v ramci
této prace (Ulusoy, Tamer, 2019).

V ptipadé¢ vzorkli vodniho kefiru byly tyto podrobeny stanoveni pH, TDS a

refraktometrické suSiny v ¢asovych intervalech 0 h, 24 h, 48 h a 72 h fermentace.

Nameétené hodnoty pH jsou znazorn€ny na nésledujicim grafu (Obrazek 6.).
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Obrazek 6. Zména pH v dobé fermentace v népoji vodni kefir z jable¢né §tavy a ze
zeleninovych §tav; smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,00 — 0,04 a nejsou zndzornény

v grafu.
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nejvyssi hodnota pH (3,75) po 48 hodinach fermentace. U vzorku vodniho kefiru ze zelné
Stavy byla zména pH béhem fermentace velmi podobna. Rozmezi hodnot bylo 3,40 — 3,76.
U vzorku vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové §tavy rovnéZ nebyla detekovana
vyznamna zména pH v pribéhu fermentace. Rozmezi hodnot bylo v tomto ptipadé 3,59 —
4,02. U téchto napojit nedoslo tedy béhem fermentace k vyznamnym zménam. Ve studii
Laureys, de Vuyst (2017) byl v ptipadé vodniho kefiru, pfipraveného z tradi¢nich surovin
(vody, suSeného a cCerstvého ovoce, sachardzy a zrn vodniho kefiru) pozorovan vyrazny
pokles hodnot pH v pribéhu fermentace, a sice ze 4,82 na hodnoty 3,34 — 3,47. Byly
pfipraveny tfi vzorky vodniho kefiru s rozdilnym mnozstvim inokula (90, 100 a 250 g - 1),
sacharozy (110, 90 a 60 g - 1) a druhu ovoce (suiené fiky a meruiiky, susené fiky a
rozinky a pouze suSené fiky). Rovnéz byla rozdilna teplota (15, 19 a 20 °C) a doba
fermentace, ktera trvala 192 h. Byl pozorovan vyrazny pokles hodnot pH v priabéhu
fermentace ze 4,82 na hodnoty 3,34 — 3,47. Tento vyrazny rozdil lze pfisuzovat tomu, Ze
byla pouzita vy$S§i mnozstvi inokula nez v pfipad€ nasi prace a také tomu, Ze fermentace
trvala vyznamné déle (Laureys, de Vuys, 2017). V pfipad¢ vzorku vodniho kefiru z

vicedruhové zeleninové §t'aveé bylo rozmezi hodnot pH 3,58 — 4,02. Jednalo se tedy rovnéz
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o velmi mirny pokles hodnot pH. K poklesu hodnoty pH doslo po prvnich 24 h fermentace.
Atalar (2019) se ve své studii zabyva vyrobou vodniho kefiru z liskootiskového népoje.
Z namétenych dat, uvedenych ve studii, je patrny velmi podobny vyvoj hodnot pH, kdy
doslo k pouze mirnému poklesu béhem fermenta¢niho procesu. Obecné lze fici, ze u
vodniho kefiru ze zelné a z vicedruhové zeleninové $tavy byl pozorovan velmi podobny
pribé¢h zmény pH v Case jako je uvadéno v dostupnych zdrojich. I pfesto vSak nelze
s naprostou jistotou data porovnavat, jelikoz jde o jiny substrat. Pro zeleninové stavy
(obecné a ani pro konkrétné pouzité v této praci) neexistuji v dostupné literatuie poznatky,

se kterymi bychom mohli provést piesnéjsi srovnani.
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6.1.2 Vysledky stanoveni TDS

Dalsim sledovanym parametrem bylo TDS. Jedna se o celkovy obsah rozpustnych latek ve

vodé. Vysledné hodnoty TDS v pifipadé kombuchy jsou znazornény v nasledujici tabulce

(Tabulka 9.).

Tabulka 9. Kombucha - TDS [ppm].

Vzorek TDS [ppm]
K1C 4520+ 1,16
K2C 66,27 £0,31
K3C 64,37 £ 0,40
K4C 65,90 £ 0,50
K5C 76,53 £ 0,39
K6C 77,00 £ 0,36
K7C 78,33 £0,39
Vzorek TDS [ppm]
K17Z 1550,00 + 49,67
K27 1416,67 +4,71
K3Z 1536,67 + 60,18
K47 1446,67 £26,25
K57 1523,33 £20,55
K6Z 1586,67 £4,71
K77 1640,00 £+ 8,16
Vzorek TDS [ppm]
K1M 1560,00 + 21,60
K2 M 1320,00 £+ 8,16
K3 M 1530,00 + 35,59
K4 M 1400,00 £+ 8,16
K5M 1520,00 £ 16,33
K6M 1450,00 £+ 8,16
K7M 1610,00 = 8,16

V ptipadé kombuchy z ¢erné¢ho Caje byly naméteny hodnoty v rozmezi 45,20 — 78,33 ppm.

U vzorku kombuchy ze zelné stavé byly naméfeny hodnoty TDS v intervalu 1416,67 —

1640,0 ppm. U tfetiho vzorku, kombuchy z vicedruhové zeleninové §tavy, byly naméteny

hodnoty v rozmezi 1320,0 — 1610,0 ppm.
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latek, a také ve vod€ rozpustnych komponent, které¢ maji za nasledek vodivost vyrobku.
Zpravidla béhem fermentace napoje kombucha dochéazi k narGstu mineralnich latek. I
presto je vSak jejich mnozstvi spise stopové (Sheng-Dun et al., 2013). V piipadé vSech
uvedenych vzorkt kombuchy nedochdzelo v pribéhu fermentace k vyznamnym zménam
TDS. Toto tvrzeni je v souladu se studii Sangita et al. (2008), kde se autofi zabyvali
stanovenim aniontti n¢kterych mineralnich latek, které byly nejcastéji v napoji kombucha
detekovany. U vzorki kombuchy ze zelné a z vicedruhové $tavé prozatim nebyl tento

parametr v dostupnych studiich zkouman.

Ziskané hodnoty TDS v pfipadé vzorkli vodniho kefiru jsou uvedeny v nésledujici tabulce

(Tabulka 10.).

Tabulka 10. Vodni kefir - TDS [ppm].

Vzorek TDS [ppm]

V1] 223,67+ 1,25
V2] 235,33 + 11,90
V3] 213,33+ 1,25
V4] 267,00 + 2,45

Vzorek TDS [ppm]
V1Zz 1410,00 = 8,16
V27 1436,67 £ 20,55
V3Zz 1516,67 9,43
V47 1586,67 + 134,74
Vzorek TDS [ppm]
V1M 1646,67 + 81,79
V2M 1770,00 + 35,59
V3iM 1336,67 £ 17,00
V4 M 1363,33 + 12,47

ppm. V piipadé€ vodniho kefiru, vyrobeného ze zelné §t'avy, byly naméteny hodnoty
1410 — 1586 ppm. U vzorku vodniho kefiru, vyrobeného z vicedruhové zeleninové Stavy
byly naméteny hodnoty 1336,67 — 1770,0 ppm.

Zmény hodnot TDS u vzorki vodniho kefiru Ize vyhodnotit jako zanedbatelné, jelikoz se
jedna o velmi malé jednotky (ppm z angl. ,,parts per million* = ,,¢astice na jeden milion®,

»~miliontina v celkovém mnozstvi“). U vzorkd vodniho kefiru ze zelné S$tavy a z
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vicedruhové zeleninové st'aveé byly hodnoty TDS srovnatelné s hodnotami naméfenymi
v pripad¢ kombuchy ve stejnych st’avach.

Dwiloka et al. (2020) ve své studii rovnéz sleduji zmény TDS v ptipadé¢ vodniho kefiru
z kokosové vody. Béhem 48hodinové fermentace byl pozorovan podobny charakter zmény

hodnot TDS, tedy doslo k velmi zanedbatelné zméné této veliCiny.

6.1.3 Vysledky stanoveni refraktometrické susiny

Refraktometrickd susina (dale také RS) je veli¢ina udavana ve stupnich Brixe, kdy 1 °Brix
odpovidd 1 g sacharézy na 100 g roztoku. Ziskané hodnoty refraktometrické suSiny

v pripad¢ kombuchy jsou uvedeny v nasledujici tabulce (Tabulka 11.).

Tabulka 11. V{voj refraktometrické susiny v napoji kombucha (g - 100 g™).

Vzorek |RS [g-100g”]
K 1 C |8,90<+0,08

K 2 C {9,00+ 0,00

K 3 C [9,03+0,09

K 4 C {9,00+ 0,00

K 5 C [8,73+0,05

K 6 C |8,53+0,05

K 7 C |8,73+0,05
Vzorek |RS [g-100g]
K 12Z |10,60+0,00
K227 [11,57+0,05

K 3 Z |11,53+0,05

K 47 [11,43+0,05
K57 [11,30+0,22

K 6 Z [11,23+0,05

K 7 7Z |11,30+0,00
Vzorek |RS [g-100g]
K 1 M |11,53+0,05

K 2 M |10,13 +0,05

K 3 M [11,17+0,09

K 4 M |11,67+0,09

K 5 M |11,33+0,05

K 6 M |11,43+0,05

K 7 M |11,57+0,05

Jak je z vySe uvedené tabulky (Tabulka 11.) patrné, hodnoty refraktometrické susiny se u
kombuchy z ¢erného caje pfilis neliSily. Byly naméfeny hodnoty v rozmezi 8,53 — 9,03

2100 g'. Pavodni RS odpovida vstupni koncentraci sachardzy. V nésledujicich dnech
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doslo k vyuziti zkvasitelnych sacharidii pfitomnymi mikroorganizmy, proto 1ze pozorovat
mirny pokles RS. Obecné lze fici, ze jde vSak o zanedbatelnou zménu pravdépodobné
z divodu produkce dalSich rozpustnych latek. Nami naméfené hodnoty koreluji s vysledky
studie Yikmis a Tuggiim (2019), ve které je uveden u kombuchy z cerného caje rovnéz
velmi nizky pokles refraktometrické suSiny v pribéhu desetidenni fermentace, konkrétné

z ptvodni hodnoty 8,00 g'100 g na 7,97 g-100 g™ (Yikmus a Tuggiim, 2019).

U vzorku kombuchy ze zelné¢ stavy byly naméfeny hodnoty refraktometrické suSiny
v rozmezi 10,47 — 11,57 g'100 g"'. V piipadé vzorku kombuchy z vicedruhové zeleninové
§tavy byly hodnoty RS v intervalu 9,13 — 11,67 g'100 g'. Péivodni mnozstvi ptidané
sachar6zy bylo vypocteno tak, aby byla koncentrace vSech zkvasitelnych cukrii 9 % (w/w),
toto koresponduje pouze s pivodni hodnotou RS u kombuchy z ¢erného ¢aje, ktery jako
takovy piivodné zadné zkvasitelné sacharidy neobsahuje. Plivodni refraktometricka susina
u zminénych zeleninovych $tav byla vyssi z dGvodu jiz pfirozeného urcitého obsahu
zkvasitelnych sacharidi a dalsich rozpustnych latek v suroving, po ptidavku sacharézy pro
upravu hodnoty na stejnou koncentraci zkvasitelnych cukrli pak logicky doslo k navySeni
refraktometrické suSiny. Nasledné¢ doSlo k vyuziti zkvasitelnych cukri pfitomnymi
mikroorganizmy v pribéhu fermentace. Dle naméfenych hodnot v tabulce (Tabulka 11.)
lze fici, Ze zmény v RS byly spiSe minimalni. Pravdépodobné z diivodu hydrolyzy jinych
opticky aktivnich latek, které zvySuji RS a které vznikly diky cinnosti pfitomnych
mikroorganizmi, resp. jejich hydrolytickych enzymil. Jedné se napf. o organické kyseliny

a aminokyseliny (Yikmis a Tuggiim, 2019).
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V nasledujici tabulce (Tabulka 12.) jsou znazornény vysledné hodnoty RS v piipadé

vzorkd vodniho kefiru.

Tabulka 12. Vyvoj refraktometrické susiny v napoji vodni kefir (g - 100 g™).

Vzorek |RS [g-100g”]
V.17 |1093+0,05
V27 [907+021
V3] [7,770+0,00
V47 [573+0,05
Vzorek RS [g-100 g'l]
V. 1Z [977+0,05
V2 Z [973+0,09

V 37 |580+0,08
V47 [583+0,05
Vzorek |RS [g-100g”]
V 1 M |10,80+0,16
V2 M |470+0,16

V 3 M |5,10+0,08

V 4 M |4,93+0,05

Refraktometrické suSina v pribéhu fermentace vodniho kefiru klesala.

U vzorku vodniho kefiru z jablecné $tavy byly naméfeny hodnoty v rozmezi 5,73 — 10,93
2100 g'. V piipadé vzorku vodniho kefiru ze zelné §tavy byly naméfeny hodnoty
v rozmezi 5,80 — 9,77 g:100 g". U vzorku vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové §tavy
lze pozorovat velmi podobny prib¢h fermentace zhlediska naméfenych hodnot
refraktometrické susiny, které byly v intervalu 4,70 — 10,80 g-100 g”'. Vyrazn&jsi pokles
RS u vzorku vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové Stavy lze pfisuzovat pomeérné
rychlému néstupu fermentace a nariistu koncentrace etanolu, jak je patrné z nésledujiho

grafu (Obrazek 8.).

6.1.4 Vysledky stanoveni hustoty a obsahu etanolu

Pomoci piistroje Anton Paar byly stanoveny veliiny jako hustota a obsah etanolu a
nasledné byly dopocitany hodnoty redlného a zdanlivého extraktu, redlného a zdanlivého
stupné fermentace a energetickd hodnota. Vysledky naméfenych a dopocitanych hodnot,

pomoci zminéného pfistroje, jsou uvedeny na nasledujicich obrazcich a v tabulkach.
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Na nésledujicim grafu (Obrazek 7.) Ize pozorovat zmény koncentrace etanolu ve vzorcich

kombuchy v priibéhu fermentace.

Cerny ¢aj MZelnastava A Vicedruhova zeleninova §tava

1 .
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Obriazek 7. Vyvoj obsahu etanolu béhem fermentace v napoji kombucha z ¢erného caje a
ze zeleninovych §tdv; smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,02 — 0,1 % (v/v) a nejsou

znazornény v grafu.

V ptipadé vzorku kombuchy z cerného ¢aje byly naméfeny hodnoty obsahu etanolu
v rozmezi 0,16 — 0,57 % (v/v; 0,12 — 0,44 % w/w). Z globalniho hlediska lze konstatovat
fakt, Ze prub¢h nartstu obsahu etanolu byl typicky pro tento napoj. V ramci studie Ihsani et
al. (2021) byla pozorovana zména obsahu etanolu v zéavislosti na rtizné délce doby
fermentace. Celkova doba fermentace byla 8 dni a rozmezi hodnot obsahu etanolu bylo
0,02 — 0,32 % (v/v). Rovnéz tedy doslo k vyznamenému nértstu obsahu etanolu. Kone¢na
koncentrace vSak zavisi na mnoZzstvi vstupnich surovin, pfedev§im pak obsahu

zkvasitelnych sacharida a inokula (Thsani et al., 2021).

U vzorku kombuchy ze zelné $t'avy byly naméfeny hodnoty v intervalu 0,8 — 0,86 % v/v
(0,6 — 0,66 % w/w). V ptivodni suroving, zelné §t'ave, jiz byl ptitomen etanol, protoZe byla
vyrobena a konzervovana mlécnou fermentaci. Je patrné, Ze nasledné nedoslo k dalSimu

vyznamnému naristu etanolu béhem fermentace kulturou vodniho kefiru.

V ptipadé vzorku kombuchy z vicedruhové zeleninové §tavy byly namétfeny hodnoty

obsahu etanolu v rozmezi 0,16 — 0,85 % (v/v). Dle znazornéného grafu (Obrazek 7.) lze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 62

pozorovat velmi podobny pritbéh zmény obsahu etanolu, jako tomu bylo u kombuchy
z ¢erného Caje.

Za danych podminek fermentacniho procesu vyroby kombuchy ze zelné st'avy by konecny
produkt mohl byt povazovan za nealkoholicky a kombucha z ¢erného ¢aje a z vicedruhové
zeleninové $tavy jiz za alkoholicky napoj, jelikoz vysledna hodnota obsahu etanolu je
vyssi nez 0,5 % v/v dle Vyhlasky 248/2018 Sb. Stale se ale jedna o nizkoalkoholické
napoje.

Na nésledujicim grafu (Obrazek 8.) je znazornén prubéh vyvoje obsahu etanolu u vzorki

vodniho kefiru v pribéhu fermentace.

Jable¢nd Stava M Zelna §tava A Vicedruhova zeleninova $t'ava
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Obrazek 8. Vyvoj obsahu etanolu béhem fermentace v napoji vodni kefir z jablecné Stavy
a zeleninovych §tav; smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,02 — 0,6 % (v/v) a nejsou

znazornény v grafu.

Koncentrace etanolu ve vzorcich vodniho kefiru v ¢ase fermetnace rostla. U vodniho kefiru
ze 100% jablecné stavy byla nejvyssi naméfena hodnoty 4,21 % v/v (3,29 % w/w). U
vodniho kefiru ze zelné §tavy byla nejvyssi namétena hodnota obsahu etanolu 5,56 % v/v
(4,36 % w/w). Dle studie Randazzo et al. (2016) byl obsah etanolu u vodniho kefiru
z jable¢né S$tavy po 48hodinové fermentaci 2,67 % (v/v). U vzorku vodniho kefiru z
vicedruhové zeleninové $tavy byla naméfena nejvyssi hodnota obsahu etanolu 5,64 % v/v
(4,43 % w/w). U vSech vzorkli narist obsahu etanolu koresponduje s poklesem

refraktometrické susiny, tedy poklesem obsahu zkvasitelnych sacharidi.
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Dle Vyhlasky €. 248/2018 Sb. Ize vzorky vodniho kefiru, vyrobené za danych podminek,
vyhodnotit jako alkoholické napoje. Tyto vyrobky vsak nejsou v zddném legislativnim
predpisu jmenovité definovany.

Déle byla v prubéhu fermentace sledovana zména hustoty u vzorkli népoji. Vysledné
hodnoty jsou shrnuty v nasledujicich tabulkach 13 a 14.

V ptipadé vzorku kombuchy z ¢erného caje byly naméfeny hodnoty hustoty v rozmezi
1,0310 — 1,0356 g-em™. V pribshu fermentace doslo ke sniZeni hustoty vzorku kombuchy
z ¢erného Caje.

U vzorku kombuchy ze zelné stavy byly naméfeny hodnoty v intervalu 1,0111 — 1,0456
g-em”. Z tabulky 13 je patrny narist hustoty v prab&hu fermentace, stejné jako u vzorku
kombuchy z vicedruhové zeleninové §tavy, kdy bylo rozmezi hodnot 1,0421 — 1,0500
g-cm'3.
Tabulka 13. Zména hustoty u vzork napoje kombuchy (g - cm™). Odchylky naméfenych
hodnot byly v rozsahu 0,0001 — 0,0005 g - cm™, proto nejsou uvedeny v tabulce.

Vzorek | Hustota [g-cm’3]
K1C 1,0356
K2C 1,0340
K3C 1,0338
K4C 1,0339
K5C 1,0340
K6 C 1,0310
K7C 1,0314
Vzorek | Hustota [g-cm'3]
K17 1,0111
K27 1,0454
K37 1,0456
K47 1,0446
K57 1,0456
K67 1,0447
K77 1,0441
Vzorek | Hustota [g-cm'3]
K1M 1,0500
K2 M 1,0421
K3 M 1,0470
K4 M 1,0492
K5M 1,0482
K6M 1,0475
K7M 1,0472
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V nize uvedené tabulce Ctrnact jsou zndzornény vysledné hodnoty hustoty v ptipadé

vzorkd vodniho kefiru.

Tabulka 14. Zména hustoty u vzorkli napoje vodni kefir. Odchylky namétenych hodnot
byly v rozsahu 0,0002 — 0,0004 g - cm™, proto nejsou uvedeny v tabulce.

Vzorek | Hustota [g°cm'3 ]
Vi1l 1,0431
V2] 1,0382
V3] 1,0225
V4l 1,0093

Vzorek | Hustota [g-cm'3]
V1Z 1,0342
V27 1,0293
V3Zz 1,0073
V 47z 1,0069

Vzorek | Hustota [g-cm'3]

VIM 1,0433

V2M 1,0051

V3iM 1,0050

V4M 1,0051

Jak je z tabulky patrné, v ptipad¢ vzorku vodniho kefiru z jable¢né §tavy doslo v prabéhu
fermentace k postupnému poklesu hustoty. Byly naméfeny hodnoty v rozmezi 1,0093 —

1,0431 g-em™.

Podobny pribéh zmény hodnot hustoty jako u vodniho kefiru zjablecné S$tavy byl
pozorovan rovnéz u vodniho kefiru ze zelné $t'avy. Interval naméfenych hodnot v tomto

piipadé byl 1,0069 — 1,0342 g-cm™.

U vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové §tavy byly naméfeny hodnoty v rozmezi
1,0050 — 1,0433 grem™. Vyrazny pokles hustoty byl sledovan jiz po 24 hodinch

fermentace.

K poklesu hustoty u vSech vzorka vodniho kefiru doslo pravdépodobné z ditvodu pomérné

vysoké produkce etanolu a také snizeni extraktu béhem fermentace.
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V nasledujicich tabulkach 15 a 16 jsou uvedeny hodnoty realného a zdanlivého extraktu
vzorkd napoje kombucha a také zdanlivého a redlného stupné fermentace vzorkl ndpoje

kombucha.

Tabulka 15. Redlny (Er; % w/w) a zdanlivy (Ea; % w/w) extrakt u vzorkli kombuchy;

smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,04 — 0,27 % w/w a nejsou uvedeny v tabulce.

Vzorek | Er [% w/w] | Ea [% w/w]
K1C 9,45 9,35
K2C 9,08 9,00
K3C 9,02 9,26
K4C 9,04 9,28
K5C 9,08 9,00
K6 C 8,47 8,27
K7C 8,58 8,37
Vzorek | Er [% w/w] | Ea [% w/w]
K17Z 3,63 3,30
K27Z 12,04 11,75
K37Z 12,10 11,80
K47 11,96 11,65
K57 12,10 11,80
K6 Z 11,15 10,62
K77Z 11,75 11,44
Vzorek | Er [% w/w] | Ea [% w/w]
K1M 12,94 12,85
K2 M 11,04 10,96
K3 M 12,19 12,71
K4M 12,74 12,66
K5M 12,53 12,42
K6M 12,49 12,25
K7M 12,49 12,18

U kombuchy z ¢erného ¢aje byla nejvyssi hodnota redlného extraktu namétena v ¢ase 0 h
fermentace, a sice 9,45 % w/w. U vzorku kombuchy ze zelné $tavy byla nejvyssi hodnota
redlného extraktu naméfena po 48 h fermentace, a sice 12,10 % w/w. A u vzorku
kombuchy z vicedruhové zeleninové Stavy byl naméfen nejvyssi redlny extrakt rovnéz
v ¢ase 0 h fermentace, a sice 12,94 % w/w. Redlny extrakt uvada obsah nezkvasenych

sacharidl. Zdanlivy extrakt slouzi pfevazné€ pro srovani.
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Tabulka 16. Realny (Rdf; % w/w) a zdanlivy (Adf; % w/w) stupen fermentace u vzorkl

kombuchy smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,2 — 0,4 % w/w a nejsou uvedeny v

tabulce.

Vzorek | Rdf [% w/w] | Adf [% w/w]
K1C 2,75 3,28
K2C 3,36 4,00
K3C 3,05 3,64
K4C 2,72 3,24
K5C 3,36 4,00
K6C 9,31 11,10
K7C 9,51 11,33
Vzorek | Rdf [% w/w] | Adf [% w/w]
K17 27,42 33,45
K27Z 9,39 10,99
K37 9,56 11,19
K47 40,42 49,71
K57 9,67 11,31
K6Z 16,93 19,89
K77 10,26 12,02
Vzorek | Rdf [% w/w] | Adf [% w/w]
K1M 3,03 3,53
K2 M 2,76 3,25
K3 M 2,00 2,35
K4M 2,50 2,92
K5M 3,59 4,20
K6M 7,60 8,88
K7M 9,58 11,19
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Déle jsou popsany hodnoty zdanlivého a realného extraktu vzorkl vodniho kefiru (Tabulka

17.).

Tabulka 17. Reédlny (Er; % w/w) a zdanlivy (Ea; % w/w) extrakt u vzorkli vodniho kefiru;

smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,01 — 0,1 % w/w a nejsou uvedeny v tabulce.

Vzorek | Er [% w/w] | Ea [% w/w]
V1] 11,28 11,20
V21 10,39 10,41
V3] 7,13 6,17
V4] 4,38 2,85
Vzorek | Er [% w/w] | Ea [% w/w]
V1Zz 11,90 11,54
V27 8,51 7,85
V3Zz 4,35 2,34
4 4,23 2,23
Vzorek | Er [% w/w] | Ea [% w/w]
VIM 11,71 11,49
V2M 3,80 1,77
V3iM 3,78 1,75
V4 M 3,81 1,77

U vSech vzorkli vodniho kefiru lze pozorovat postupny pokles redlného extraktu. U

vodniho kefiru z jable¢né $tavy byla nejvyssi hodnota 11,28 % w/w, u vodniho kefiru

ze zelné §t'avy byla hodnota redlného extraktu nejvyssi ze vSech vzorkt, 11, 90 % w/w au

vzorku vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové $tavy byla hodnota redlného extraktu

11,71 % w/w.
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Tabulka 18. Realny (Rdf; % w/w) a zdanlivy (Adf; % w/w) stupen fermentace u vzorkl

vodniho kefiru smérodatné odchylky jsou v rozsahu 0,24 — 0,5 % w/w a nejsou uvedeny

v tabulce.
Vzorek | Rdf [% w/w] | Adf [% w/w]
V1] 2,70 3,18
V2] 13,13 15,50
V3] 37,05 44,34
V4] 60,81 73,66
Vzorek | Rdf [% w/w] | Adf [Y% w/w]
V1Z 11,60 13,59
V27 25,11 29,88
V3iZz 67,57 31,77
V 47 68,00 82,34
Vzorek | Rdf [% w/w] | Adf [% w/w]
V1M 7,41 8,69
V2M 70,51 86,22
V3iM 70,75 85,85
V4 M 70,61 85,67

Jak se sniZoval redlny extrakt vzorkd, tak dochéazelo k nartstu redlného stupné fermentace.

U vzorkll vodniho kefiru z jablecné a ze zelné §t'avy lze pozorovat pozvolnési pribch.

V ptipadé vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové §tavy doslo k pomérné vyrazné zméné

jiz po 24 h fermentace. Tento fakt souvisi i s pomérné rychlym naristem obsahu etanolu a

poklesem hustoty u vzorku vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové $tave, kdy muselo

b&hem 24 hodin dojit ke zkvaseni pritomnych sacharida.

Realny extrakt a redlny stupen fermentace jsou parametry, které jsou témet vzdy sledovany

béhem vyroby fermentovanych népoji, jako jsou pivo, vino, nebo tieba cider. U téchto

produktl, predevsim pak v ptipadé piva, je velmi dilezité znat redlny extrakt, aby mélo

pivo po prokvaSeni odpovidajici plnost. Jestlize porovname vyrobu piva, vina nebo cideru

s vyrobou kombuchy a vodniho kefiru, jedna se vSak o velmi rozdilé technologie vyroby.

Proto tyto veli¢iny nelze pfili§ srovnavat.
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Pomoci softwaru pfistroje Anton Paar vypoctena také energetickd hodnota vzorki

kombuchy a vodniho kefiru. Vysledné hodnoty jsou v nize uvedenych tabulkéach 19 a 20.

Tabulka 19. Vyvoj energetické hodnoty v prib¢hu fermentace u vzorki kombuchy.

Vzorek |kcal/100 ml | kJ/100ml

K1C 35,21 150,74
K2C 33,95 145,34
K3C 33,65 144,06
K4C 33,58 143,8
K5C 33,95 145,34
K6 C 33,61 143,6
K7C 34,11 145,74
Vzorek |kcal/100 ml |kJ/100ml

K1Z 46,57 206,5
K27 48,48 207,13
K37 48,8 208,49
K47 48,43 208,34
K57 48,87 208,77
K6Z 48,61 207,19
K77 47,7 203,74
Vzorek |kcal/100 ml |kJ/100ml

K1M 49 209.8
K2 M 41,36 177,08
K3 M 45,57 195,17
K4M 4793 205,23
K5M 47,63 203,87
K6M 49,44 211,38
K7M 50,47 215,61

Tabulka 20. Vyvoj energetické hodnoty v priibéhu fermentace u vzorkl vodniho kefiru.

Vzorek |kcal/100 ml |kJ/100 ml

V1] 42,27 181
V2] 43,28 184,69
V3J 40,04 169,52
V4] 38,75 162,74
Vzorek |kcal/100 ml |kJ/100 ml

V1Zz 49,02 209,29
V27 40,59 172,54
V3Zz 46,37 114,31
VvV 47z 45,65 191,26
Vzorek |kcal/100 ml |kJ/100 ml

V1M 46,11 197,12
V2M 44,43 185,97
V3iM 44.47 186,14
Vi4aM 44,56 186,53
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Cerny &aj jako takovy ma téméf nulovou energetickou hodnotu. V piipadé kombuchy
z ¢erného Caje byla energetickd hodnota navySena nejdfive pfidanim sachardzy, po jejim
vyuziti pfitomnymi mikroorganizmy v pribéhu fermentace pak energetickou hodnotu
kombuchy z Cerného caje ovliviioval (navysoval) obsah etanolu. Nejvyssi hodnota byla
35,21 kcal/100 ml (150,74 kJ/100 ml) a béhem fermentace u tohoto vzorku nedoslo

k vyznamnym zménam.

Pivodni energeticka hodnota zelné stavy byla 12 kcal/100 ml (52 kJ/100 ml). Po ptidani
sachardzy byla zvySena na 46,57 kcal/100 ml (206,50 kJ/100 ml). Stejné jako v ptipadé
kombuchy z ¢erného cCaje, byla energeticka hodnota ovlivnéna obsahem etanolu, ktery
vznikl v ramci fermentace. Kone¢na energetickd hodnota byla u tohoto vzorku 208,77
kcal/100 ml (48,87 kJ/100 ml), v pribéhu fermenta¢niho procesu nedoslo k vyznamnym

zmeénam.

V ptipad¢ vicedruhové zeleninové §tavy byla pivodni energetickd hodnota suroviny 22
kcal/100 ml (95 kJ/100 ml), coz je ve srovnani se zelnou Stavou pomérné vyznamny
rozdil. Po pfiddni sachar6zy byla energetickd hodnota tohoto vzorku 49 kcal/100 ml
(209,80 kJ/100 ml). V pribéhu fermentace vzorku doslo k mirnému navySeni energetické

hodnoty na 50,47 kcal/100 ml (215, 61 kJ/100 ml).

V ptipadé vodniho kefiru z jable¢né stavy byla piivodni energeticka hodnota 40 kcal/100
ml (170 kJ/100 ml). V ¢ase 0 a po 24 hodinach fermentace byla tato hodnota vyssi
pravdépodobné kvuli pfidavku mate¢ného zakysu, ktery jiz tedy néjaky etanol obsahoval.

Dale nedochazelo k vyznamnym zménam.

U vodniho kefiru ze zelné §tavy lze pozorovat pokles po 24 h fermentace z diivodu vyuziti
pfidané sachar6zy ptritomnymi mikroorganizmy. Nasledné doslo k mirnému narlstu, coz

odpovida také pribéhu narastu obsahu etanolu.

U tfetiho vzorku, vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové stavy, byly pozorovany pouze
nepatrné zmény, kdy doslo nejdiive ke snizeni energetické hodnoty vlivem vyuziti pfidané
sacharozy a dalSich zkvasitelnych sacharidli. Nasledné byl zaznamenan pouze velmi mirny
nariist v disledku obsahu etanolu, ktery byl ale v casech 24 h, 48 h a 72 h témér

konstantni.
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6.2 Vysledky reologické analyzy

V ramci reologické analyzy bylo provedeno u vSech vzorkl stanoveni zdanlivé viskozity a
smykového napéti. Zmény zdanlivé viskozity a smykového napéti v prubéhu fermentace
v piipad¢ nadpoje kombucha jsou znazornény na nasledujicich grafech (Obrazek 9. az
Obrazek 14.). U vodniho kefiru jsou zmény zdanlivé viskozity a smykového napéti rovnéz
znazornény prostiednictvim grafd (Obrazek 15. az Obrazek 20.). Zarovenn jsou
v ptislusnych tabulkéach (Tabulka 20. a Tabulka 21.) sepsany hodnoty ziskané z PowerLaw

modelu u v§ech vzorkti kombuchy a vodniho kefiru.

Viskozita je fyzikalni veli¢inou, ktera definuje vztah vnitiniho tfeni tekutiny. Kapaliny se
dle svych fyzikdlnich vlastnosti z hlediska viskozity déli na dilatantni, newtonské a
pseudoplastické. U newtonskych kapalin plati Newtonlv zékon viskozity, kdy plati ptfima
umeérnost mezi napétim a rychlosti deformace (Prokop, 2017). V ptipadé vzorkli napoji
kombuchy a vodniho kefiru se vSak jedna o ne-newtonské kapaliny, které jsou oznacovany
jako dilatantni a pseudoplastické. V nasledujicim textu budou vysvétleny rozdily mezi
témito kapalinami v ramci popisu konkrétnich vzorki népoji.

V nasledujici tabulce (Tabulka 21.) jsou uvedeny vysledné hodnoty méfeni. Podstatnou
veli¢inou je v tomto pfipad¢ index tokového chovani ,,n“. Pomoci této hodnoty je ptislusna
kapalina charakterizovana bud’ jako dilatantni, v ptfipad¢, Ze hodnoty n nabyvaji rozmézi

0 — 1. Nebo jako pseudoplasticka v ptipadé, Ze jsou hodnoty vyssi nez 1.
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Tabulka 21. Vysledné hodnoty z Power Law modelu u vzork kombuchy.
Vzorek |K (Pas)* |[n()* |[R’

K 1C | 03590 10°| 1,226| 0,9953
K2C | 03395107 1,244| 0,9961
K3 C | 03392107 1238] 0,9956
K 4C | 0334310°| 1,243 0,9957
K 5C | 03309107 1,241| 0,9958
K 6 C | 0,330310°| 1,246 0,9954
K7C | 0311410°| 1271 09953
Vzorek [K (Pas)* [n(-)* |R’

K12z | 0432310°| 1,204| 0,9965
K27 | 0421310°| 1,206 0,9965
K327 | 0420110°| 1,213| 0,9964
K427 | 0406610°| 1,204 09974
K527 | 0401810°| 1,212| 09965
K 67 | 03858107 1,219] 0,9962
K727 | 0384110°| 1,219| 09974
Vzorek |[K (Pas)* |n()* |R?

K 1M 0,0474| 0,6003| 0,994
K 2 M 0,1374| 0,475| 0,9952
K3 M 0,2346| 0,4265| 0,9936
K 4 M 0,2438| 0,4226] 0,993
K 5 M 0,2926| 0,402| 0,9918
K 6 M 0,5419| 0,3502] 0,9934
K 7 M 0,6463| 0,338] 0,9903

Z vyse uvedené tabulky (Tabulka 21.) je tedy patrné, ze vzorky kombuchy z ¢erného Caje a
ze zelné Stavy vykazuji pseudoplastické chovéani, coZz znamend, Ze se zvySujicim se
gradientem rychlosti tyto vzorky houstnou. V piipadé vzorku kombuchy z vicedruhové
zeleninové §t'avy lze pozorovat chovani dilatantni kapaliny, jelikoz hodnoty n jsou nizsi
nez 1. To tedy znamena, ze se zvysujicim se gradientem rychlosti vzorky kombuchy z

vicedruhové zeleninové stavy fidnou.
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Obrazek 9. Vyvoj zdanlivé viskozity béhem fermentace vzorku kombuchy z ¢erného caje.
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Obrazek 10. Vyvoj smykového napéti béhem fermentace vzorku kombuchy z ¢erného
caje.

Na uvedenych grafech (Obrazek 9. a Obrazek 10.) je zobrazen pribéh zmény zdanlivé
viskozity a smykového napéti béhem fermentace napoje kombucha z cerného caje. Jak jiz
bylo zminéno, tento vzorek vykazuje chovani pseudoplastické kapaliny, tedy takové, u

které dochazi se zvySujicim se gradientem rychlosti k houstnuti.
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Obrazek 11. Vyvoj zdanlivé viskozity béhem fermentace vzorku kombuchy ze zelné
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Obrazek 12. Vyvoj smykového napéti béhem fermentace vzorku kombuchy ze zelné
Stavy.

U vzorku kombuchy ze zelné §tavy lze pozorovat velmi podobny pribéh zmény zdanlivé
viskozity a smykového napéti v pribéhu fermentace ndpoje jako u kombuchy v ¢erném
¢aji. Hodnoty se v pribéhu kvaseni pfili§ neliSily. Vzorek kombuchy ze zelné stéavy

vykazuje chovani pseudoplastické kapaliny. V pfipad¢ tohoto vzorku je zména zdéanlivé
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viskozity a smykového napéti srovnatelna s pribéhem zmény hustoty kombuchy ze zelné

Stavy, uvedené v prislusné tabulce (Tabulka 13.).
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Obrazek 13. Vyvoj zdanlivé viskozity béhem fermentace vzorku kombuchy z vicedruhové

zeleninové §tavy.
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Obrazek 14. Vyvoj smykového napéti béhem fermentace vzorku kombuchy z vicedruhové

zeleninové §tavy.

Na vyse uvedenych grafi (Obrazek 13. a Obrazek 14.) lze fici, Ze vzorek napoje kombuchy

z vicedruhové zeleninové $tavy na rozdil od piedchozich dvou vzorkt, kombuchy
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z ¢erného Caje a ze zelné $tavy, vykazoval vlastnosti dilatantni kapaliny, tedy takové, u
které dochazi se zvySujicim se gradientem rychlosti k fidnuti. Tato skutenost opét
koreluje s pribéhem zmény hustoty ptislusného vzorku, tedy kombuchy ze vicedruhové

zeleninové Stavy.

Déle jsou uvedeny vysledné hodnoty z Power Law modelu u vodniho kefiru (Tabulka 22.).
Opét je zasadni hodnota ,,n*, tedy index tokového chovéni, podle jehoz hodnoty lze popsat

charakteristické fyzikalni vlastnosti daného vzorku z hlediska viskozity.

Tabulka 22. Vysledné hodnoty z Power Law modelu u vzorkd vodniho kefiru.

Vzorek |K (Pas)* n (-)* R’

V17T ]| 06569107 1,183| 0,9962
V27T ] 0391210% 1219| 0,9994
V37| 03822107 1221 0,9961
V47| 02586107 1,292] 0,9931
Vzorek K (Pas)* |n (-)* R’

V. 1Z| 0408410°| 1231 0995
V27| 0374410°| 1,255| 0,9996
V 37| 0330510°] 1262] 0,9931
V47| 03141107 1,275| 0,9965
Vzorek |[K(Pas)* |n()* |R?

V1M 0,5352| 0,362| 0,9882
V2M 0,6024| 0,331] 0,9996
V3M 0,7511| 0,325| 0,9908

V4aM 0,9493| 0,317] 0,9919
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Obrazek 15. Vyvoj zdanlivé viskozity béhem fermentace vodniho kefiru z jablecné stavy.
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Obrazek 16. Vyvoj smykového napéti béhem fermentace vzorku vodniho kefiru z jablecné
stavy.

Hodnoty indexu tokového chovani v piipadé vodniho kefiru z jable¢né §tavy byly vyssi,
nez 1. Na zaklad¢ této skutencosti a také vySe uvedenych grafii (Obrazek 15., Obrazek 16.)
je mozno fict, ze se jednd o kapalinu, kterd vykazuje pseudoplastické chovani, tedy

v prub&hu zvySovani rychlostniho gradientu houstne.
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Obrazek 17. Vyvoj zdanlivé viskozity béhem fermentace vodniho kefiru ze zelné st'avy.
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Obrazek 18. Vyvoj smykového napéti behem fermentace vodniho kefiru ze zelné st'avy.

Z vySe uvedenych grafii (Obrazek 17. a Obrazek 18.) a z hodnot ,,n%, tedy indexu tokového

chovani vzorku, kdy tyto hodnoty jsou uvedeny v pfislusné tabulce (Tabulka 22.), je

patrné, ze vzorek vodniho kefiru ze zelné stavy vykazuje rovnéz vlastnosti pseudoplastické

kapaliny, ktery v piipad¢ zvysujiciho se gradientu rychlosti houstne.
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Obrazek 19. Vyvoj zdanlivé viskozity béhem fermentace vodniho kefiru z vicedruhové

zeleninové §tavy.
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Obrazek 20. Vyvoj smykového napéti béhem fermentace vodniho kefiru z vicedruhové
zeleninové Stavy.

Na zaklad¢ uvedenych grafti (Obrazek 19. a Obrazek 20.), tykajicich se vzorku vodniho
kefiru z vicedruhové zeleninové $tavy, lze fici, ze stejné jako v piipadé¢ kombuchy ze
stejné §taveé, tedy vicedruhové zeleninové, se jedna o kapalinu vykazujici dilatantni

vlastnosti. Tedy u tohoto vzorku dochazelo s rostoucim gradientem rychlosti k fidnuti.
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6.3 Vysledky stanoveni barvy

V ramci fyzikalné-chemické analyzy byly dale sledovany parametry jako barva a aktivita

vody. Vysledné hodnoty jsou v nasledujicich tabulkéch (Tabulka 19., Tabulka 20.).

Tabulka 23. Vyvoj barvy béhem fermentace vzorkii kombuchy.

Vzorek |L* a* b*

K1C 269 2,62 6,23
K2 C 2738 2,54 5,12
K3 C 2692 2,61 5,48
K 4 C 27,67 2,60 5,27
K5 C |27,11 2,51 493
K 6 C 29,39 1,64 3,89
K 7 C ]28,50 2,32 5,33
Vzorek |L* a¥ b*

K17 /29,69 -0,11 3,98
K27 29,50 0,01 3,83
K 3 Z7Z /29,89 -0,11 3,91
K 4 7Z 130,50 -0,22 3,55
K57 30,17 -0,24 4,04
K 6 Z 30,27 -0,30 3,88
K 77 |31,25 -0,20 2,91
Vzorek |L* a¥ b*

K 1M |30,31 15,63 8,93
K 2 M 29,89 14,42 8,3

K 3 M 29,77 14,73 8,27
K 4 M 30,29 16,31 9,11
K 5 M |30,13 15,56 8,64
K 6 M 30,86 15,09 8,77
K 7 M |31,57 12,95 6,93

V ptipadé¢ kombuchy z ¢erného cCaje doslo v prubéhu fermentace u hodnoty L*, tedy
svétlost napoje, pouze mirnému narastu. Hodnoty a*, které jsou v Cervené oblasti, tedy
+a*, se v pritbéhu fermentace pouze mirn¢ snizuji. Lze tedy fici, Ze pfechod mezi ¢ervenou
a zelenou barvou je spiSe minimalni. Také v piipadé hodnot b*, které jsou ve zluté oblasti
tedy +b*, jsou hodnoty pouze mirné klesajici. Obecné plati, Ze vysledné hodnoty
odpovidaji povaze suroviny, tedy cernému caji. V pribcéhu fermentace doslo k nartstu L* a
poklesu a* a b* v disledku produkce organickych kyselin pfitomnymi mikroorganizmy
(Ahmed et al., 2020; Yikmis a Tuggtim, 2019).

Yikmis a Tuggiim (2019) ve své studii rovnéz sledovali zménu barvy kombuchy z ¢erného
¢aje. V priubchu desetidenni fermentace doslo pouze k velmi mirnému nértstu hodnoty L*,
a* a b*. V této studii vSak byla kombucha skladovana po dobu 30ti dni, kdy k nejvétSimu

rozdilu doslo po dvaceti dnech skladovani. I pfesto lze vyvodit zdvér, Ze kombucha ma na
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zménu barvy pomérné nizky vliv, jak sami autofi této studie uvadéji (Yikmis a Tuggiim,
2019).

V piipadé kombuchy ze zelné Stavy byl nartst hodnot svétlosti L* spiSe minimalni.
Hodnoty a* jsou v zdporné, tedy zelené oblasti, coz odpovida charakteru produktu.
Hodnoty b*, které odpovidaji zluté oblasti, se v pribéhu fermentace pfili§ neméni.

Vzorek kombuchy z vicedruhové zeleninové stavy ma podobné hodnoty L* jako predeslé
dva vzorky kombuchy z ¢erného Caje a ze zelné st'avy. Hodnoty a* jsou v Cervené oblasti a
hodnoty b* jsou ve Zluté oblasti a hodnoty u obou parametrii jsou mnohem vyssi, nez u
zbylych dvou vzorkli kombuchy, coz odpovidd charakteru vyrobku, tedy vicedruhové
zeleninové Stave.

U vzorkli kombuchy ze zelné a z vicedruhové §tavy nebyly provedeny studie pro srovnani
naméfenych hodnot.

V nasledujici Tabulce 19 jsou uvedeny vysledné hodnoty stanoveni zmén barvy v pribéhu

fermentace vzorka vodniho kefiru.

Tabulka 24. Vyvoj barvy béhem fermentace vzorkl vodniho kefiru.

Vzorek |L* a¥ b*

V1] 28,68 0,63 5,20
V2] 29,48 -0,23 3,04
Vi3l 31,84 0,24 6,11
V4] 30,44 0,03 3,35
Vzorek |L* a¥ b*

V1Z 29,86 -0,19 3,86
V27 29,17 -0,56 2,68
V3iZz 32,66 -1,14 2,89
V 47z 30,22 -0,30 3,31
Vzorek |L* a¥ b*

V1M 29,95 17,46 8,76
V2M 30,82 16,70 8,63
Vi3iM 33,88 21,40 12,10
V4 M 33,63 21,13 11,92

V ptipad¢ vzorku vodniho kefiru z jable¢né S§tavy byl pozorovan velmi mirny narust
hodnot L*, tedy svétlosti, v pribéhu fermentace. Dle studie Randazzo et al. (2016), kde je
uvedeno srovnani Cerstvé $tavy a vodniho kefiru ze Stdvy daného druhu ovoce, jsou
hodnoty L* u vodniho kefiru z jablecné §tavy srovnatelné s nami naméfenymi hodnotami

svétlosti. U hodnot a*, tedy pfechodu mezi zelenou a ¢ervenou barvou, doslo k mirnému
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poklesu hodnot, které jsou na rozmezi prechodu téchto barev. Ve zminéné studii Randazzo
et al. (2016) jsou hodnota a* vyssi. V ptipad¢ hodnoty b*, tedy piechodu barvy zluté do
modré, jsou hodnoty v tomto piipadé i1 v piipadé zminéné studie v oblasti +b*. Coz
odpovida charakteru produktu (Randazzo et al., 2016).

U vodniho kefiru ze zelné §tavy doslo podobné jako u kombuchy ze zelné §t'avy naristu
hodnoty L* v prib¢hu fermentace, a tedy zvySeni svétlosti napoje. Stejny prubch byl
pozorovan také u vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové stavy, kde byl u hodnoty L*
zaznamenan podobny trend. Hodnota a* u vodniho kefiru ze zelné $§tavy odpovidala jiz
zelené oblasti a v pribéhu fermentace lze dle dat pozorovat klesajici tendenci. U vodniho
kefiru z vicedruhové zeleninové stavy byly naméfeny hodnoty a* v ¢ervené oblasti, coz
odpovida charakteru suroviny. Hodnoty b* se u vodniho kefiru ze zelné stavy pohybovaly
ve Zluté oblasti a nedochdzelo k pfili§ vyznamnym zménam. U vodniho kefiru z
vicedruhové zeleninové $tavy byl zaznamenan urcity nartst hodnot b*, které odpovidaly
rovnéz zluté oblasti. Tyto zmény lze pfisuzovat obsahu organickych kyselin, které méni pH
napoje, a tim 1 charakter barvy produktu. Nebyly provedeny studie tykajici se méteni barvy

u vzorkll vodniho kefiru ze zelné a z vicedruhové zeleninové Stavy.

6.4 Vysledky stanoveni aktivity vody

Aktivita vody je u potravin velmi dilezitym parametrem, pifedevsim z hlediska jejich
trvanlivosti, kvality a bezpecnosti. Aktivita vody se znadi a,, a jedna se o bezrozmérnou
veli¢inu. Je popisovana jako pomér tlaku vodni pary potraviny ku tlaku vodni pary
destilované vody pti dané teploté. Hodnoty a,, se pohybuji v rozmezi 0 (sucha potravina)
az 1 (destilovana voda). Jednd se o vodu dostupnou pro mikroorganizmy, at’ jiz Zadouci,

nebo kontaminujici (Copikova et al., 2006).

Na nasledujicim grafu (Obrazek 21.) je zndzornén vyvoj aktivity vody v prubéhu kvasSeni

vzorkli kombuchy z ¢aje a ze zeleninovych $t'éav.
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Obrazek 21. Vyvoj aktivity vody béhem fermentace vzorkii kombuchy z ¢erného caje a

zeleninovych $t'av.

Aktivita vody vzorkl napoje kombucha méla ve vSech tiech ptipadech velmi mirny pokles.
U vzorkll byla nejvyssi hodnota naméfena vzdy prvni den fermentace, pticemz u ¢erného

¢aje byla vyssi nez u zbylych dvou vzorki zeleninovych $t'éav.

Zména hodnot aktivity vody u vzorkii vodniho kefiru méla velmi podobny pritbéh jako u
kombuchy, tedy v pribehu fermentace klesala. Pravdépodobné byl pokles aktivity vody u
vodniho kefiru vyrazngjs$i z divodu kratsi doby fermentace. I pfesto se vSak jednalo o
zanedbatelné rozdily mezi jednotlivymi hodnotami u danych vzorkli. V ramci studie
Dwiloka et al. (2020) byl stanoven obsah vody u vzorku vodniho kefiru z kokosové vody.
Vystupem tohoto stanoveni je velmi nizky pokles hodnot. Lze tedy fict, Ze doslo rovnéz

k témét zanedbatelnému poklesu aktivity vody.
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Obrazek 22. Vyvoj aktivity vody béhem fermentace vzorkli vodniho kefiru z jablecné

Stavy a zeleninovych §t'av.

6.5 Vyhodnoceni mikrobiologického rozboru

V ramci mikrobiologického rozboru byla provedena detekce mikroorganizmu, u kterych
byl piedpoklad nartistu v ptislusnych fermentovanych napojich, napoji kombucha a vodni
kefir. Jednalo se pfedev§im o kvasinky a bakterie mlécného (laktobacily, mlécné koky) a
bakterie octového kvasSeni. Dle dostupnych studii 1ze ofekavat nartst bakterii mlééného
(hlavné druhy z rodtt Lactobacillus, Lactococcus a dalsi), bakterii octového kvaSeni
(ptedevsim druhy z rod Acetobacter, a Gluconobacter a dalsi) a kvasinek (hlavné druhy
Saccharomyces cerevisiae, Kloeckera apiculata, Saccharomyces ludwigii, Torulopsis

delbrueckii, Brettanomyces bruxellensis a dalsi) (Villarreal-Soto et al., 2018).

Rovnéz bylo provedeno zaockovani pud, které slouzily ve své podstaté¢ jako kontrola
v pfipad€¢ kontaminace nezadoucimi skupinami mikroorganizmi, jako jsou stafylokoky,
enterokoky, clostridia a koliformni bakterie, které jsou charakterizovany jako (potencialng)

rizikové pro lidské zdravi, predevSim pak ve vySsi koncentraci.

Rozdil v pribéhu nartstu mikroorganizmt u sledovanych dvou typt vyrobki je patrny.
V ptipadé kombuchy byla provedena inokulace pomoci SCOBY a matecné suspenze.
Zatimco u vodniho kefiru blo potieba provést predkultivaci z diivodu pouziti lyofilizované
kultury (na zakladé¢ doporuceni vyrobce). U kombuchy byl tedy pozorovan pozvolnny

narst mikroorganizmli v daném prostiedi, zatimco u vodniho kefiru byly jiz v ¢ase 0
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detekovany pomérné¢ vysoké hodnoty CFU/ml. Jde vsSak, vzhledem k poméru mate¢né

kultury a celkovému mnozstvi prostiedi, o ocekdvany jev.

Déle jsou uvedeny grafy pro kazdy napoj, tedy kombuchu z ¢erného ¢aje a ze zeleninovych
Stav a vodni kefir z jable¢né §t'avy a ze zeleninovych §tav. Tyto grafy uvadi vyvoj poctu
mikroorganizmi (resp. logaritmu hodnot) v ml népoje béhem Casu fermentace. Grafy vzdy
obsahuji jen pudy, u kterych byl zaznamenan kontinualni nartst mikroorganizmi. Na
ostatnich médiich nebyl pozorovan narist, tedy nebyly detekovany tyto skupiny
mikroorganizmi: stafylokoky (MSA), enterokoky (SB), klostridia (RCB), ani koliformni
bakterie (Endo).
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Obrazek 23. Narlst acetobakterii (AA), kvasinek a plisni (SAB), laktokokli (M17) a

laktobacilii (MRS) v ¢ase (h) béhem fermentace kombuchy z ¢erného Caje.

Béhem fermentace doslo nejvice k nartstu kolonii laktobacili (MRS) a kvasinek (SAB).
Rovnéz byly jiz po 24 h fermentace detekovany acetobakterie a mlé¢né koky. Narlst u

téchto skupin mikroorganizmu (acetobakterii a mlé¢nych koki) byl spise pozvolny.
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Obrazek 24. Narast acetobakterii (AA), kvasinek a plisni (SAB), laktokokli (M17) a

laktobacilii (MRS) v ¢ase (h) béhem fermentace kombuchy ze zelné stavy.

Na pidach AA, SAB, MRS a MI17 byl jiz vcase 0 pozorovan narlst kolonii
mikroorganizmi. Nejvice byly pfitomny acetobakterie a laktobacily. To ma
pravdépodobné souvislost s charakterem ptvodni suroviny, tedy zelné stavy, kterd

pochazela z jiz mlécné kvaseného zeli.

Béhem fermentace doSlo k nejvyrazngj$Simu nartistu na médiu SAB, tedy v ptipadé
kvasinek. Dale pak i na médiu MRS a AA bylo zaznamenano pozvolné navySovani poctu
mikroorganizmi (CFU/ml). Na médiu M17 byl detekovan rovnéz pozvolny ndrGst

mlécnych koki.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 87

mAA
 SAB

Log CFU/ml
o

3 = MRS
2 M17

0 24 48 72 96 168 216
cas kultivace [h]

Obrazek 25. Nartst acetobakterii (AA), kvasinek a plisni (SAB), laktokoki (M17) a
laktobacili (MRS) v ¢ase (h) béhem fermentace kombuchy z vicedruhové zeleninové
Stavy.

U vzorku kombuchy z vicedruhové zeleninové §tavy byl pozorovan nejvyznamnésji nartst
kvasinek (SAB) v porovnani s ostatnimi skupinami mikroorganizmi v prubéhu
fermentace. Narist na médiich AA a MRS, tedy acetobakterii a laktobacilti, byl pozorovan
opét velmi podobny trend. V ptipadé¢ mlécnych kokd (M17) doslo k mirnéjSimu naristu,

kdy poprvé byl detekovan az po 24 h, na rozdil od ostatnich skupin mikroorganizmi.

Z komplexniho hlediska, nejrovnomérnéjsi nartist skupin mikroorganizmti byl zaznamenan
v piipadé¢ cerného caje, konkrétn¢ u laktobacili a kvasinek. Ve srovnani s dalSimi
kultivaénimi prostiedimi, zeleninovymi $tdvami, lze fici, Ze v zelné stavé byl nejlépe
vyhodnocen narlst kvasinek (SAB), acetobakterii (AA) a laktobacili (MRS). Nartst
mlécnych kokti byl v tomto prostiedi nejmirnéj$i ve srovnani s jinymi médii u vzorku

kombuchy ze zelné §tavy.

Vzorek kombuchy z vicedruhové zeleninové §tavy by se dal vyhodnotit jako velmi vhodné
prostiedi pro riist acetobakterii, kvasinek i laktobacili. OvSem je potieba brat v ivahu také
fakt, ze jisté poCty téchto skupin mikroorganismt byly v tomto vzorku jiz diky vstupni
suroving, vicedruhové zeleninové staveé, kterd byla vyrobena a konzervovana mlécnou

fermentaci.
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Obrazek 26. Narast acetobakterii (AA), kvasinek a plisni (SAB), laktokokli (M17) a

laktobacilti (MRS) v ¢ase (h) béhem fermentace vodniho kefiru z jable¢né §t'avy.

Z vyse uvedeného grafu (Obrazek 26.) je patrny vyraznéj$i narist kvasinek jiZz béhem
prvnich 24 hodin. NarGst laktobacili (MRS) a acetobakterii (AA) mél v tomto piipadé
velmi podobny charakter, kdy k vyS$$imu nardstu doSlo po 48 h fermentace. Narist

mlécnych kokt byl pozvolny.

V ramci studie Hikmetoglu et al. (2020) byl stanovovan celkovy pocet konkrétnich druhii
laktobacili v kefiru na bazi mléka. U vSech sledovanych mlécénych bakterii byl
zaznamenan narlst za danych podminek fermentace. Fiorda et al. (2017) ve své studii
uvadéji nejcastéjsi druhy bakterii a kvasinek vyskytujicich se ve vodnim kefiru vyrobeném
z tradi¢nich surovin. V pfipad¢é kvasinek lze fici, ze ve srovndni s mléénym kefirem je
zpravidla vice ptitomen rod Saccharomyces, Lanchancea a Pichia. Kdezto u kefiru na bazi
mléka jsou to predev§im kvasinky rodi Candida a Kluveromyces. Bakterie mlééného
kvaseni, které se nejvice vyskytuji ve vodnim kefiru, jsou pak rody Lactobacillus,
Leuconostoc a Acetobacter, coz koreluje s uvedenymi grafy a trendy nartistu danych druhti

mikroorganizmi (Fiorda et al., 2017).



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 89

8 -
7
6
ES
e 4 mAA
o
) m SAB
o
-3
= MRS
2 nM17

[EnY

0 24 48 72
cCas kultivace [h]

Obrazek 27. Nartst acetobakterii (AA), kvasinek a plisni (SAB), laktokoki (M17) a

laktobacili (MRS) v ¢ase (h) béhem fermentace vodniho kefiru ze zelné Stavy.

V ptipadé€ vzorku vodniho kefiru ze zelné Stavy byl pozorovan podobny charakter naristu
acetobakterii (AA), laktobacili (MRS) a kvasinek (SAB). V tomto piipadé to ma
pravdépodobné opét souvislost s charakterem plvodni suroviny, tedy zelné §tavy, kterad
byla vyrobena z mléén¢ zkvaseného zeli. Nartst mléénych kokti (M17) byl v ptipadé

tohoto vzorku nejniZsi.
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Obrazek 28. Nartst acetobakterii (AA), kvasinek a plisni (SAB), laktokoki (M17) a
laktobacili (MRS) v ¢ase (h) béhem fermentace vodniho kefiru z vicedruhové zeleninové
Stavy.

Z vySe uvedeného grafu (Obrazek 28.) vyplyva, Ze pocet kvasinek byl po celou dobu
ptiblizné€ stejny. U ostatnich skupin mikroorganizmti dochazelo k pozvolnému nartistu po
celou dobu fermentace. U laktobacilil a acetobakterii byly vyraznéjsi nartsty ptislusnych
kolonii detekovany po 48 h fermentace. Kdezto v ptipadé¢ mlécnych kokii byl pozorovan

opét spise pozvolny nartst.

Z celkového pohledu byl nariist vSech skupin mikroorganizmt v piipad¢ vzorkii vodniho
kefiru rovnomérny. Stejné jako u vzorkli kombuchy, i zde by se dalo fici, Ze nejlépe byl
vyhodnocen narast kvasinek (SAB), dale pak acetobakterii (AA) a laktobacild (MRS).
V ptipadé mlécnych koki byl ve vSech tfech vzorcich vodniho kefiru pozorovan mirnéjsi
narust.

V ramci studie Koh et al. (2019) byly u vodniho kefiru z dyiové §tavy sledovany stejné
skupiny mikroorganizmd, jako v této praci, tedy acetobakterie, kvasinky, mlécné koky a
laktobacily. Byly vyrobeny vzorky vodniho kefiru a nasledné proveden skladovaci pokus,
ktery trval 28 dni, a produkty byly skladovany pfi teplot¢ 4 °C. Byla sledovédna vitalita
pritomnych skupin mikroorganizmi. Poznatky ziskané v této studii se shoduji s nami

zjisténymi vysledky, a sice Ze nejlepsi byl nartst kvasinek, laktobacilt a acetobakterii.
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7 ZAVER

Tato prace se zabyvala netradi¢nimi fermentovanymi napoji, kombuchou a vodnim
kefirem. V teoretické ¢asti jsou shrnuty dostupné informace o historii a souasném stavu
feSené problematiky, o chemickém slozeni, vyrobé a symbiotickych kulturach,
vyuzivanych pro vyrobu zminénych ndpoji. V ramci praktické casti pak byly vyrobeny
modelové vzorky kombuchy a vodniho kefiru, které byly podrobeny pomémeé rozsahlé

analyze.
Na zakladé vysledku praktické casti této diplomové prace lze konstatovat, ze:

e pH se ménilo pouze v ptipadé vzorku kombuchy z cerného ¢aje, pouze béhem
prvnich 24 hodin fermentace. U ostatnich vzorkli, kombuchy ze zelné¢ a z
vicedruhové zeleninové §tavy a u vSech tfi vzorkli vodniho kefiru nebyl

zaznamenany vyznamné zmény v hodnotadch pH béhem fermentac¢niho procesu.

e U vsech vzorkti kombuchy i vodniho kefiru nebyly v pfipadé TDS zaznamenany
vyznamné zmény hodnot. Tento fakt se shoduje s vysledky v dostupnych studiich,
kde se autofi vénovali vyzkumu tradi¢nich prostfedi pro vyrobu téchto napoju, tedy

¢ajum a riznym druhiim ovocnych a zeleninovych §t'av.

e Refraktometrickd suSina byla dalS$im meéfenym parametrem, u kter¢ho nebyla
v ptipad¢ vzorkt kombuchy zaznamendna vyznamna zmeéna. U vzork vodniho

kefiru refraktometricka susina v pribéhu fermentace klesala.

e Dadle byla sledovana hustota a obsah etanolu. Hustota se u vsech Sesti vzorkl
béhem fermentace pfiliS neménila. Co se tyCe obsahu etanolu, narast byl
zaznamenan u vzorkii kombuchy z ¢erného Caje a z vicedruhové zeleninové §tavy.
U kombuchy ze zelné st'avy byl obsah etanolu konstantni. Naopak u vodniho kefiru
byl ve vSech vzorcich pomérné vysoky nartast obsahu etanolu souhlasné

s dostupnymi studiemi.

e Zreologického hlediska, kdy byly sledovany parametry jako zddnliva viskozita a
smykové napéti, bylo zjiSténo, ze kombucha z Cerného Caje a ze zelné Stéavy a
vodni kefir z jablecné a ze zelné $tdvy maji povahu pseudoplastickych kapalin,
kdezto kombucha i vodni kefir z vicedruhové zeleninové stavy se chovaji jako

dilatantni kapaliny.
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e U parametrii barvy a aktivity vody nebyly béhem fermentace zaznamenany

vyznamné zmeny.

e V ramci mikrobiologického rozboru byl u obou symbiotickych kultur zaznamenan
na selektivné diagnostickych piidach nérGst skupin mikroorganizmi, které jsou
jejich soucasti (acetobakterie, laktobacily, mlé¢né koky, kvasinky). Naopak nebyly
detekovany mikroorganizmy, které by ohrozovaly mikrobialni jakost t€chto népoja

(enterokoky, stafylokoky, koliformni bakterie a klostridia).

Tato diplomova prace doplituje mezery v literatufe, které se tykaji neprozkoumanych
matric (zeleninovych §t'av). Tyto prototypy novych vyrobkd byly navic popsany z hlediska
fyzikéalné-chemickych, reologickych i mikrobiologickych.

Tato oblast netradicnich fermentovanych napoji (nealkoholickych nebo mirné
alkoholickych) vyrobenych pomoci kultury SCOBY a zrn vodniho kefiru je stale pomérné
malo prozkoumana z hlediska riiznych matric a odliSnych parametrti vyroby. Je zde tedy

prostor k dal$im experimenttim.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
SCOBY = Symbiotic Colony of Bacteria and Yeast
CO; = oxid uhliity

TDS = Total Dissolved Solids

RS = Refraktometrické suSina

MSA = Mannitol Salt Agar

SB = Slanetz-Bartley Medium

RCB = Reinforced Clostridial Broth

M17 =M17 Broth

PCA = Plate Count Agar

AA = Acetobacter Agar

E = Endo Agar

SAB = Sabouraud Agar

MRS = Lactobacillus MRS Broth; MRS Broth
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