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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva mikrobiotou vybranych fermentovanych nealkoholickych
napoju — kombuchy a vodniho kefiru. Cilem prace bylo analyzovat bakterialni a kvasinkové
sloZeni téchto népoju a sledovat vliv riiznych podminek fermentace, konkrétné koncentrace

sacharozy a typu pouzitého Caje, na rozmanitost mikroorganismd.

Ke stanoveni mikrobialniho profilu byly vyuzity jak tradi¢ni kultiva¢ni metody, tak moderni
molekularn€ biologické techniky. Prace se zaméfuje na srovnani mikrobiadlniho slozeni za
riznych podminek a na vyznam téchto mikroorganismti pro vysledné vlastnosti
fermentovanych napoji. Vysledky ukazaly, ze mikrobialni slozeni fermentovanych napojt
je znacn¢ ovlivnéno slozenim média. Rod Leuconostoc se vyskytoval napfic¢ vSemi vzorky,
zatimco jiné rody, jako napiiklad Gluconobacter, byly citlivéjsi na zmény v koncentraci ¢aje
¢i cukru. Zjisténé rozdily potvrzuji, Ze typ substratu a jeho koncentrace hraji vyznamnou roli

pii formovani mikrobialniho spolecenstvi, a tim i vysledné kvality napoje.
Kli¢ova slova: kombucha, vodni kefir, fermentace, mikroorganismy

ABSTRACT

This thesis explores the microbiota of selected fermented non-alcoholic beverages—
specifically kombucha and water kefir. The aim of the study was to analyze the bacterial and
yeast composition of these drinks and to examine how different fermentation conditions,

namely sucrose concentration and the type of tea used, affect microbial diversity.

To determine the microbial profile, both traditional cultivation techniques and modern
molecular biology methods were employed. The research focuses on comparing microbial
communities under varying conditions and on the role these microorganisms play in shaping

the final properties of the fermented beverages.

The results showed that the microbial composition of the drinks is significantly influenced
by the composition of the fermentation medium. The genus Leuconostoc appeared
consistently across all samples, whereas others, such as Gluconobacter, were more sensitive
to variations in tea or sugar concentration. These findings confirm that both the type and
concentration of the substrate play a crucial role in shaping the microbial ecosystem—and,
by extension, the overall quality of the beverage.

Keywords: kombucha, water kefir, fermentation, microorganism
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UvVOD

Fermentované potraviny a napoje patii mezi tradiéni soucast lidské vyzivy a v
poslednich letech zazivaji renesanci diky rostoucimu z4jmu o zdravy Zivotni styl a pfirozené
zdroje probiotik. Vedle mléénych vyrobki se stile vice do popfedi zajmu dostavaji
fermentované nealkoholické napoje, mezi které patii zejména kombucha a vodni kefir. Tyto
napoje jsou vysledkem ¢innosti komplexnich mikrobialnich spolecenstvi, jejichz slozeni a

aktivita maji zasadni vliv na vysledné senzorické, chemické i zdravotni vlastnosti napoju.

Kombucha, pfipravovana fermentaci oslazeného ¢aje pomoci symbiotické kultury
bakterii a kvasinek (SCOBY), je znama svymi osv€zujicimi vlastnostmi a potencialnimi
pfinosy pro zdravi. Vodni kefir, méné zndmy, avSak nutriéné hodnotny ndpoj, vznika
fermentaci roztoku sachar6zy s ovocem za piitomnosti kefirovych zrn tvofenych specifickou
mikrobiotou. V obou piipadech jde o dynamické mikrobialni ekosystémy, jejichz slozeni je
ovlivnéno mnoha faktory — typem a koncentraci substratu, teplotou, délkou fermentace i

geografickym pivodem kultur.

Slozeni mikrobioty téchto ndpojii ma piimy vliv nejen na jejich vyslednou chut’, viini a
konzistenci, ale také na obsah bioaktivnich latek, jako jsou organické kyseliny, vitaminy ¢i
enzymy. Mikroorganismy se navic navzdjem ovliviuji, soutézi o Ziviny a podileji se na
metabolickych pfeméndch substrati, ¢imz vytvareji komplexni interakce v pribéhu

fermenta¢niho procesu.

Vzhledem k tomu, Ze tyto napoje nejsou vysledkem fizené fermentace jednim kmenem,
ale spolupiisobenim Sirokého spektra kvasinek a bakterii, je studium jejich mikrobialniho
sloZzeni dulezit¢ nejen z hlediska technologického, ale i z pohledu kvality a stability
produktu. Tradiéni kultivaéni metody poskytuji zékladni informace o pfitomnosti
dominantnich mikroorganismil, zatimco moderni molekuldrné biologické techniky umoziiuji

presngjsi identifikaci 1 téch druht, které nelze snadno kultivovat.
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I.

TEORETICKA CAST
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1 KOMBUCHA

Etymologie slova kombucha muze pochazet ze dvou japonskych slov kombu, pro moiské

fasy, a cha pro ¢aj (Coton et al., 2017).

Kombucha je tradi¢ni fermentovany napoj vyrobeny ze slazené¢ho ¢aje pomoci symbiotické
kultury bakterii a kvasinek zvané SCOBY (Obr. 1; Huang, 2024, s.1610-1625). Je vsak také
znama jako cajovd houba (De Filippis et al., 2018). V pribéhu fermentace vytvari
mikrobidlni komunita typicky husty celuléozovy biofilm na rozhrani mezi kapalinou a
vzduchem. Na fermentaci napoje kombucha se podili cela fada mikroorganismt. Mezi né
fadime kvasinky, octové bakterie neboli AAB (acetic acid bacteria), bakterie mlééného
kvaseni a ostatni houby (Huang, 2024, s.1610-1625).

Kvasinky Bakterie mlééného
kvaseni
s Octove
Ostatni houby et
Kombucha
e
L

Obrazek 1 Popis symbiotické kultury SCOBY (upraveno podle Huang, 2024, s.1610-
1625).
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1.1 Historie vyroby

Kombucha ma dlouhou historii pouzivani a vyroby. Pocatek vyroby se datuje tisice let do
minulosti (Coton et al., 2017). Pivod kombuchy zlstava zahadou, ale predpoklada se, ze
kombucha byla poprvé aplikovana ve vychodni Asii pro své terapeutické ucinky v roce 220
pred nasim letopodtem. Nicméné se ukazalo, e pochazi ze severovychodni Ciny, kde byla
pro své detoxikacéni a energetické vlastnosti vyuzita béhem panovani dynastie Tsin (Coelho
et al., 2020, Huang 2024, s.1610-1625). Postupem ¢asu se kombucha diky rozvinuti
obchodnich cest rozsitila dale po kontinentu. Stala se popularni v Koreji, Japonsku a pozd¢;ji
také ve Spojenych statech (Huang, 2024, s. 1610-1625). V soucasné dob¢ se kombucha stala
velmi popularni v zdpadnim svété, konkrétné v Severni Americe. Sviij Gspéch také sklizi

v Evropé (Coton et al., 2017).

1.2 Priprava kombuchy

Kombucha se tradi¢né pfipravuje na bazi ¢erného nebo zeleného caje ve sklenéné nadobé.
Poméry Caje, cukru a vody se mohou lisit dle regionu nebo preferenci spotiebitelti. Ménicim
se faktorem pii pripravé kombuchy je také teplota, pii které probiha fermentace (Coelho et
al., 2020).

Obecné plati, ze pro ptipravu kombuchy se nejprve ptipravi ¢ajovy nalev s cukrem,
ktery slouzi jako substrat pro bakterie a kvasinky. Poméry ¢aje a cukru mohou byt
nasledovné; ¢aj: sacharoza (Coelho et al., 2020, Jayabalan et al., 2016)

e 0,5 % Caje a 5 % sachardzy (Jayabalan et al., 2016)
e 5% caje a 10 % sacharozy (Coelho et al., 2020)
e 0,8 % Caje a 8 % sachardzy (Gaggia et al., 2019)

Nésledné se smés ochladi na pokojovou teplotu, aby nedoslo k tepelné inaktivaci
mikroorganismti. Do smési se poté piriddi SCOBY spoleéné s 10-20 % piidavkem jiz
fermentovaného napoje (Coelho et al., 2020).

Dal§im klicovym faktorem pii piipravé kombuchy je vybér skladovaci néadoby.
Vzhledem Kk intenzivni tvorbé organickych kyselin béhem fermentace jsou za vhodné
materidly povazovany nadoby se skla nebo nerezové oceli. Naopak nevhodné materialy jsou

olovéné nebo keramické nadoby, z t€chto materidlii se béhem fermentace mohou do napoje

uvolnovat toxické slouc¢eniny (Coelho et al., 2020).
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Nadoba se smési ¢aje, cukru a SCOBY by méla byt piekryta pouze gdzou a nesmi byt
v prvni fazi fermentace zcela uzaviena z divodu probihajicich aerobnich pochodi. Takto
pripravena kombucha se necha fermentovat pii teploté od 20 °C do 30 °C po dobu 7-14 dni
(Coelho et al., 2020, Jayabalan et al., 2016, Watawana et al., 2015)

1.3 Chemické sloZeni

Kombucha obsahuje velké mnozstvi zdravi prospé$nych latek, které pochazeji z ¢aje anebo
vznikaji jako produkty béhem fermentace. Mezi tyto latky miizeme zaradit fenolické latky,
organické kyseliny, vitaminy, enzymy a V minoritnim mnozstvi také aminokyseliny.
Kolisava koncentrace funkénich metabolitii je ovlivnéna zdroji uhliku, koncentraci Caje,

dobou a teplotou fermentace (Huang, 2024, s.1610-1625).

Kone¢ny produkt, ktery se tradicné ziskdva fermentaci slazeného Eerné¢ho nebo
zeleného Caje, je obzvlasté¢ bohaty na obsah organickych kyselin a CO,. Pfestoze je

povazovan za nealkoholicky népoj, stopy etanolu obsahuje (Coton et al., 2017).

1.3.1 Sacharidy

Hlavnim zdrojem sacharidii v ndpoji je sachar6za. Sachardza je v prubchu fermentace
metabolizovdna kvasinkami na fruktozu a glukézu. Glukoza je dale vyuZivana octovymi

bakteriemi, které ji pfeménuji na kyselinu glukonovou (Laureys et al., 2020).

1.3.2 Kofein

Kofein je znamy jako pfirodni purinovy alkaloid se stimula¢nimi ucinky. Kombucha
obsahuje kofein, ktery do ni prechazi z cajovych listkii. Koncentrace kofeinu se v ¢ajovych
listcich muze vyrazné lisit a tuto koncentraci ovliviiuje cela fada faktori. Mezi tyto faktory
patii podminky péstovani, metody sklizn¢ nebo technika zpracovani po sklizni. Obsah
kofeinu také ovliviiuje zpisob ptipravy ¢aje (Huang, 2024, s.1610-1625). Konkrétni obsah
kofeinu v napoji kombucha se miize liSit v zavislosti od typu pouzitého ¢aje (Tabulka 1) a
délky fermentace (Tran et al., 2020).

Kofein plni také ulohu pii fermentacnich procesech. Kofein podporuje metabolické a

proliferacni procesy v kvasinkach a bakteriich. Slouzi jako vyznamny zdroj dusiku, ktery je

nezbytny pro metabolismus mikroorganismu (Villarreal-Soto et al., 2020).
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Tabulka 1 Obsah kofeinu v jednotlivych druzich ¢aje (Yi et al., 2015)

. Obsah kofeinu
Druh ¢aje
(mg/g)
Zeleny &aj 34,86 + 4,32
Bily &aj 27,17 + 5,37
Cerny &aj 28,54 + 3,68
Caj Oolong 19,67 + 2,95

Pritomnost kofeinu pozitivné ovliviiuje organoleptické vlastnosti kombuchy. (Tran et
al., 2020). Krom¢ stimula¢nich u¢inkii ma kofein také antioxida¢ni aktivitu, ktera mutize
dopliovat antioxida¢ni kapacitu jinych sloucenin ptfitomnych v napoji, ¢imz mize pfispivat

k jejim celkovym G¢inkiim na podporu zdravi (LV et al., 2017, Huang, 2024, s.1610-1625).

1.3.3 Fenolické latky

Nejcast€jSimi fenolickymi latkami vyskytujicimi se v napoji kombucha jsou epikatechin,
epigalokatechin, epikatechingalat a epigalokatechingalat. Tyto latky se do napoje dostavaji
difuzi z ¢ajovych listkl. Fenolické latky maji vyznamné antioxida¢ni G¢inky (Coelho et al.,
2022). Koncentrace fenolickych latek ve vysledném napoji se 1i$i na zéklad¢ pouzitého typu
¢aje. Bylo zjisténo, Ze pii pouZiti zelen¢ho Caje je hladina téchto latek vyssi nez u napoje
vyrobeného z €aje Cerné¢ho. To lze pficist vyznamné vy$Sim hladinam polyfenold a

flavonoidt v zeleném ¢aji ve srovnani s cernym ¢ajem (Huang, 2024, s. 1610-1625).

1.3.4 Organické kyseliny

V pritbéhu fermentace se tvofi zna¢né mnozstvi riiznych organickych kyselin. V majoritnim
mnozstvi se tvoii kyseliny octova, glukonova, glukuronova a mlé¢na (Tabulka 2) (Teoh et
al., 2004, Coelho et al., 2020). V minoritnim mnozstvi se tvofi kyseliny jable¢na, citronova,

vinna, listova, malonova, stavelova nebo pyrohroznova (Jayabalan et al., 2014).

Kyselina octova je zodpovédna za kyselé aroma a chut’ v kombuse. Jeji koncentrace se
na pocatku fermentace zvysSuje a ke konci fermentace jeji hladina klesa. Pokles hladiny je
zapri¢inény vyuzitim kyseliny octové jako uhlikového substratu pro bakterie pfi vycerpani

sachardzy (Martinez et al., 2018).
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Kyselina mlé¢nad ma vyznamné detoxikacni ucinky v lidském téle. Vaze se na toxické
slouceniny ptitomné v jatrech a pomaha k jejich ucinngjSimu vylucovani. Slouzi také jako
prekurzor vitaminu C. Hladina kyseliny mlécné je vyssi v napojich kombucha, které byly
pripraveny ze zeleného ¢aje (Nguyen et al., 2015).

Tabulka 2 Zavislost koncentrace organickych kyselin v napoji kombucha na mnozstvi
sacharozy a dob¢ fermentace (Villarreal-Soto et al., 2018).

. . Koncentrace POééteén,i Doba fermentace
Organicka kyselina kyseliny (g/1) mnorzstw (dny)
sacharozy (g/l)

Kyselina octova 5,6 70 15

Kyselina octova 8,36 100 18

Kyselina octova 11 100 30

Kyselina mlécna 0,18 100 18
Kyselina glukonova 39 100 60
Kyselina glukonova 0,0160 70 21

1.3.5 Vitaminy

Vitaminy jsou zdkladnimi sloZkami mnoha biochemickych a fyziologickych procesii
(IvaniSova et al., 2020). Vitaminy maji vynikajici antioxidac¢ni aktivitu diky svému
redoxnimu potencialu a jsou prospésné pro lidské zdravi (Vitas et al., 2018). Kombucha
obsahuje celu fadu vitaminti rozpustnych ve vodé. Obsahuje vitaminy skupiny B (thiamin,
riboflavin, niacin, kyselinu pantotenovou, pyridoxin, biotin, kyselinu listovou a kobalamin)
a vitamin C. Tyto vitaminy pochéazeji pfedev§im z plivodnich sloZzek pouzitych pro
fermentaci jako jsou €ajové listky (Bishop et al., 2022). Nicméné malé mnoZstvi vitaminu

B2 (riboflavinu) je syntetizovano pfitomnymi mikroorganismy.

Bylo zjisténo, Ze obsah vitamint C a B2 se zvySuje s prodluzujici se dobou fermentace.
Koncentrace vitaminu C se pohybovala v rozmezi 0,48 — 1,14 mg/l (Tabulka 3) a nejvyssi

hodnoty byly naméteny v na konci fermentace (Kitwetcharoen et al., 2023).
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Tabulka 3 Koncentrace vybranych vitamind v napoji kombucha Vv zavislosti na dob¢
fermentace (Villarreal-Soto et al., 2018).

Vitamin Kg?tzemn};ice Poéateéni mnozstvi | Doba fermentace
(mg/ml) sacharozy (g/l) (dny)
B1 niacin 0,74 70 15
B2 riboflavin 0,08 70 10
B6 pyridoxin 0,52 70 15
B12 kobalamin 0,84 70 15
Vitamin C 0,03 70 10

1.3.6 Mineralni latky

Mineralni latky jsou nezbytné pro optimalni pribéh mnoha metabolickych drah a hraji
kli¢ovou roli ve fyziologickych funkcich (De Miranda et al., 2022). Kombucha obsahuje
zna¢né mnozstvi mineralnich latek, obecné se uddva koncentrace v rozmezi od 0,1 az
0,4 g/ml (Tabulka 4). Mineralni latky se dostavaji do napoje z ¢ajovych listki. Kombucha
obsahuje tyto mineralni latky: fluoridy, draslik, mangan, Zelezo, nikl, med’ a zinek. Hladina
esencialnich mineralnich latek, jako jsou Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, se béhem fermenta¢niho

procesu zvysuje (Coelho et al., 2020).

Tabulka 4 Ptehled koncentrace vybranych mineralnich latek v napoji kombucha (Huang,
2024, s. 1610-1625).

Prvek Koncentrace (ug/ml)
Mangan 0,46
Zelezo 0,35
Nikl 0,34
Med 0,23
Zinek 0,15
Zelezo 0,31
Mangan 1,57
Zinek 0,53
Olovo 0,005
Chrom 0,001

V napoji kombucha se také vyskytuji anionty, jako jsou fluoridy, chloridy, bromidy a jodidy.
Bylo zjisténo, ze koncentrace fluoridi se pohybuje v rozmezi od 42,0 do 93,31 mg/l
(Jakubczyk et al., 2021)
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1.4 Fermentace

Fermentace je proces, pii kterém dochazi k pfeméné substratu na kone¢ny produkt. Jako
vychozi latka pii procesu tradiéni vyroby a fermentace kombuchy slouzi Cerny Caj a
sachardza. Fermentacni proces probiha spontanné a rychle diky mikrobialnimu biofilmu,
ktery obsahuje ptivodni druhy kvasinek a bakterii. Je zndmo, Ze tyto bakteridlni a kvasinkové

komunity maji béhem fermentace symbioticky vztah (Coton et al., 2017).

Metabolismus mikroorganismil ucastnicich se fermentace kombuchy je slozity proces.
Dosud neni zcela objasnén kvili velkému poctu zapojenych mikroorganismi a interakcim,

které mezi nimi probihaji (Coelho et al., 2020, Villarreal-Soto et al., 2018).

1.4.1 Biofilm kombuchy

Tvorba biofilmu kombuchy zahrnuje sloZitou souhru mezi bakteridlnimi a kvasinkovymi
populacemi pfitomnymi ve SCOBY (Aung et al., 2024). Termin biofilm piedstavuje
agregaty mikroorganismu, které jsou pevné vsazeny do vlastni matrice, ta byva oznacena
jako extracelularni polymerni substance. Extraceluldrni polymerni substance se skldda
pfevazné z polysacharidii, proteint, peptidoglykant, lipidd, enzymi a extracelularni DNA
(Aung et al., 2024). Biofilm je pfimo produkovan vybranymi mikroorganismy, které se
nachazeji v napoj. Kazda fermentace vede k nové vrstvé biofilmu, kterou Ize nasledné pouzit
jako startér pro novou fermentaci (Coton et al., 2017). Bylo popsano, Ze vyznamnou octovou
bakterii podilejici se na tvorbé biofilmu je Komagataeibacter xylinus. Dulezitou funkci
biofilmu je také interakce s kyslikem a udrzovani aerobniho prostfedi pro metabolismus
octovych bakterii (Coton et al., 2017).

Dalsi bakterii, ktera se vyznamné podili na produkci biofilmu, je Gluconacetobacter
xylinus (Coelho et al., 2020). Zpocatku se populace bakterii, které syntetizuji mikrobialni
celulozu v médiu, zvySuje, a to v dasledku spotieby rozpusténého kysliku na rozhrani fazi
vzduch/médium. Jak fermentace postupuje, film se stava silngj§im diky vice vrstvam a
vytvaii strukturu zavéSenou na kapaling. Syntéza mikrobialni celuldzy konci, kdyz se film
stane dostatecné hustym, a ponoii se do kapaliny. Mikroorganismy jsou tedy zachyceny ve
SCOBY a AAB maji snizenou aktivitu z diivodu nedostate€ného ptivodu kysliku (Villarreal-
Soto et al., 2018).

vvvvv

vodu, chemickou stabilitu a stupeni polymerace nez rostlinna celuléza. Celulézové vldkno
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ma nékolik charakteristickych vlastnosti — obsah vody 92,3 %, absopréni schopnost vlakna
84,4 %, tloustka 0,2 mm nebo pevnost v tahu 120 MPa (Ramirez et al., 2022, Aung et al.,
2024).

Kvasinky jsou umistény ve spodni Casti biofilmu, kde maji nizky pfisun kysliku.
Z diivodu snizeného obsahu kysliku se pfepne aerobni metabolismus do anaerobni
fermentace. B€hem anaerobni fermentace se tvoii etanol a aromatické slouceniny, které jsou

velmi dulezité pro aroma kombuchy (Watawana et al., 2015, Coelho et al., 2020).

1.4.2 Metabolismus mikroorganismii béhem fermentace

Na zacatku procesu fermentace kvasinky hydrolyzuji ptitomnou sacharézu na glukézu a
fruktézu. Tyto monosacharidy jsou nasledné vyuzivany octovymi bakteriemi a pfeménény
na dalsi produkty fermentace (Obr. 2; Coelho et al., 2020). Kvasinky pomoci enzymu
invertazy a nasledné prostiednictvim metabolické drahy glykolyzy produkuji etanol.
Kvasinky rodu Saccharomyces preferuji jako zdroj monosacharidi glukézu, zatimco rod
Zygosaccharomyces preferuje fruktozu (Jayabalan et al., 2014). Kvasinky diky vysokému
osmotickému tlaku mohou produkovat glycerol, ktery je pomoci octovych bakterii oxidovan
na dihydroxyaceton. Tento proces také vede k produkci dalSich esterti, které pfispivaji
k rozvoji aroma v kombuse (Villarreal-Soto et al., 2020). Pomoci kvasinek je glukdza
pfeménéna na kyselinu glukonovou a dale, diky AAB, na kyselinu glukuronovou.
Ptitomnost kyseliny glukonové stimuluje kvasinky k vétsi produkci etanolu a ten je pak
vyuzivan AAB k rustu a dalsi produkci kyseliny octové (Coelho et al., 2020, Villarreal-Soto
et al., 2020). Béhem zrani dochazi také k autolyze kvasinek, tento jev miZe ovlivnit aroma

a chut’ ndpoje kombucha (De Miranda et al., 2022).

Kromé kvasinek se do procesu fermentace zapojuji také octové bakterie. Tyto bakterie
vyuzivaji ke svému metabolismu glukozu, fruktézu. AAB piednostné pouZzivaji jako substrat
fruktézu na ukor glukoézy. Fruktoza je fermenta¢nimi procesy pfeménéna na etanol, ktery
podléhd mikrobialni oxidaci za vzniku kyseliny octové, ¢imz se také snizuje hladina etanolu
V hotovém napoji. Glukodza je ¢innosti AAB preménovana na organické kyseliny, jako jsou
kyselina octova, jantarova, glukonova ¢i glukuronova (Arikan et al., 2020, Savary et al.,
2021).

Mezi vyzna¢né zastupce AAB patii Acetobacter, ktery je vyznamnym rodem
podilejicim se na fermentaci. Diky ¢innosti téchto bakterii dochdzi k pfeméné etanolu na

kyselinu octovou pomoci enzymt alkoholdehydrogenazy a dehydrogenazy. Tyto enzymy
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vstupuji do Krebsova cyklu a vyslednymi produkty jsou poté H.O a CO> (Martinez et al.,
2018, Coelho et al., 2020).

Dalsi skupinou mikroorganismt podilejicich se na fermentaci kombuchy je skupina
bakterii mlééného kvaSeni. Do této skupiny muzeme zafadit Lactobacillus spp., ¢i

Lacticaseibacillus spp. (Mohd Ariff et al., 2023).

Celuloza

1

Gluconacetobacter xylinus

Kvasinky
Sacharéza Glukéza + Fruktoza

B a]:':lte_tie l Bakterie octového
| Etanol + COz kvaseni

Kyselina L _

glukonova Kyselina — 1,0 +CO;
I Bakterie octového kvageni octova

Kyselina

glukuronova

Obrazek 2 Mikrobialni metabolismus kvasinek a octovych bakterii béhem fermentace
V napoji kombucha (upraveno dle Coelho et al., 2020)
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2 MIKROBIALNI SLOZENi KOMBUCHY

Mikrobialni ekologie kombuchy je kliCovym faktorem pii fermentaci a tvorbé biofilmu.

Miize se liSit v zavislosti na riznych faktorech jako jsou podminky fermentace, pouzité

suroviny a geograficky ptivod SCOBY (Laavanya et al., 2021). Kombucha je velmi bohata

na vyskyt mikroorganismi. Tyto mikroorganismy mohou byt ptitomny v biofilmu, ktery se

nazyva symbioticka kultura bakterii a kvasinek, kapalin¢ ¢i obojim (Tabulka 5).

Mikroorganismy produkuji celou fadu latek, které plni riizné funkce (Tabulka 6) (Coton et

al., 2017).

fermentace napoje kombucha

Tabulka 5 Procentualni zastoupeni a vyskyt vybranych mikroorganismi v prub&hu

_ _ Procentualni Viskvt _
Mikroorganismus zastoupeni | . o ysayt Zdroj
(%) iofilm / kapalina
Candida stellimalicola 55-65 Biofilm (Chakravorty et al., 2016)
Dekkera anomala 18-34 Kapalina (Coton et al., 2017)
Kvasinky Dekkera bruxellensis 18-30 Kapalina (Coton et al., 2017)
Zygosaccharomyces >80 Biofilm, kapalina | (Villarreal-Soto et al., 2018)
Brettanomyces 30 Kapalina (Villarreal-Soto et al., 2018)
Schizosaccharomyces 2-8 Kapalina (Arikan et al., 2020)
Gluconoacetobacter 85 Biofilm, kapalina | (Marsh et al., 2014)
Komagataeibacter 50 Biofilm, kapalina | (Chakravorty et al., 2016)
Gluconobacter 2-15 Biofilm, kapalina | (Marsh et al., 2014)
Gluconobacter oxidans 15-25 Kapalina (Marsh et al., 2014)
Bakterie Komagataeibacter xylinus 80 Kapalina (Al-Mohammadi et al., 2021)
Acetobacter 50 Biofilm (Coton et al., 2017)
Oenococcus oeni 50 Kapalina (De Filippis et al., 2018)
Lactobaccillus 1-9 Kapalina (Watawana et al., 2015)
Bifidobacterium 3 Biofilm, kapalina | (Chakravorty et al., 2016)
Weisella 5-10 Kapalina (Chakravorty et al., 2016)
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Tabulka 6 Prehled latek produkovanych mikroorganismy v napoji kombucha a jejich
funkce (Villarreal-Soto et al., 2018, Coton et al., 2017, Aung et al., 2024)

Rod/Druh Produkované latky Funkce v napoji
Kyselina octova Snizovani pH, acidifikace
Kyselina glukonova prostredi
Gluconacetobacter / Kyselina glukuronova Tvorba typické kyselé chuti
Komagateibacter spp. Bakterialni celuloza Tvorba biofilmu
Exopolysacharidy Stabilizace mi_krobiélni
komunity
Kyselina octova Tvorba kyselého prostiedi

Kyselina glukonova

Acetobacter spp. Ftanol — Spoluprace pii fermentaci s
tanol (v menSim kvasinkami
mnozstvi)
. . Kyselina mlécna Dodava jemnou kyselost
Bakterie mlé¢né¢ho . -
_ Bakteriociny Podpora rovnovahy
kvaSeni - . o1 x .
Exopolysacharidy mikrobialniho spoleCenstvi
Kvasinky napft. Etanol Produkce etanolu jako
Saccharomyces, CO, substrat pro octové bakterie
Zygosaccharomyces Enzymy (invertaza) Perlivost napoje
2.1 Bakterie

Bakterie, které pfevazuji v kultufe kombuchy, jsou zejména octové bakterie produkujici
kyselinu octovou, a také kyselinu glukonovou. Tyto bakterie patii do rodi Acetobacter a
Gluconobacter (Yamada et al., 2012). Dal§imi vyznamnymi bakteriemi, podilejicimi se na
fermentaci kombuchy, jsou bakterie rodt Gluconacetobacter, Komagataeibacter,
Acidomonas a mlé¢né ty¢inky (diive rod Lactobacillus) (Jayabalan et al., 2016, Coelho et
al., 2020).

Mezi zastupce rodu Acetobacter podilejici se na fermentaci kombuchy lze zafadit druhy
Acetobacter musti, A. pasteurianus, A. pomorum, A. senegalensis, A. tropicalis nebo
A. papayae. Bakterie rodu Acetobacter patii mezi majoritni mikroorganismy, které béhem

fermentace produkuji kyselinu octovou (Chakravorty et al., 2016).

Z rodu Gluconacetobacter byly v napoji kombucha identifikovany druhy Gla. xylinus,

Gla. kombuchae, Gla. europaeus, Gla. sacchariiconacetobacter (Kaashyap et al., 2021).



24 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

Dalsim rodem podilejicim se na fermentaci kombuchy je rod Gluconobacter. Z napoje
kombucha byly izolovany druhy G. oxydans, G. europaeus, G. saccharivorans, G. morbifer
(Coton et al., 2017).

Vyznamnym rodem hrajicim klicovou roli pii produkci kombuchy je
Komagataeibacter, zejména druhy K. europaeus, K. hansenii, K. intermedius,
K. medellinensis a K. xylinus (Soares et al., 2021). VVyznamnou roli pii fermentaci kombuchy
a tvorbé biofilmu zaujima K. xylinus. Tato bakterie je znama svou schopnosti produkovat
bakterialni celuldzu. Mezi dalsi bakterie produkujici bakterialni celulézu patii K. swingsii,

K. rhaeticus a K. medellinensis (Aung et al., 2024).

Pti fermentaci kombuchy se kromé octovych bakterii zapojuji také mlécéné tyCinky
patfici do skupiny laktobacilii. Z fermentovaného napoje byly izolovany tyto druhy
Lactobacillus nagelii, Lactobacillus kerfiranofaeciens subsp. kefigranum, Lactobacillus

plantarum, Lactobacillu casei a Lactobacillu rhamnosus (Mohd Ariff et al., 2023).

V minoritnim mnozstvi se pii fermentaci zapojuji také rody Asaia, Acidomonas,

Ameyamaea, Nguyenibacter, Oenococcus nebo Swingsia (Aung et al., 2024).

2.2 Kvasinky

V napoji kombucha je také rozmanité zastoupeni kvasinek. V majoritnim mnoZstvi se zde
vyskytuji rody Candida, Brettanomyces, Sacharomyces a Zygosaccharomyces.
V minoritnim mnozstvi se zde vyskytuji rody Koleckera, Mycotorula, Mycoderma a Pichia
(Marsh et al., 2014).

Na zacatku fermentace se nejprve uplatiiuji osmofilni kvasinky jako Saccharomyces
cerevisiae a Zygosaccharomyces spp. Nasledné se objevuji druhy odolné vici kyselinam

jako Brettanomyces spp. a Candida stellata a dalsi (Jayabalan et al., 2014).

Interakce mezi kvasinkami rodu Saccharomyces a non-Saccharomyces jsou vyhodné
pti fermentaci kombuchy, nebot’ minimalizuji riziko ristu neZadoucich bakterii, a zaroven
prispivaji k tvorbé charakteristickych vini a chuti (Villarreal-Soto et al., 2018). Nejcastéji
vyskytujicimi se druhy rodu Saccharomyces v napoji kombucha jsou S. cerevisiae,
S. bisporus (Chakravorty et al., 2016).

Mezi druhy rodu Candida, které se vyskytuji v kombuse, patii Candida famata,
C. obtusa, C. stellata, C. kefyr, C. krusei (Chakravorty et al.,, 2016). Kvasinky rodu

Brettanomyces vyskytujici se v kombuse zahrnuji druhy B. intermedius, B. bruxellensis a
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B. claussenii (Coton et al.,, 2017). Z kombuchy byly také izolovany kvasinky rodu
Zygosaccharomyces, konkrétné Z. rouxii, Z. bailii a Z. kombuchaensis (Chakravorty et al.,
2016, Coton et al., 2017).
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3 VLIV VNEJSICH PODMINEK NA VLASTNOSTI KOMBUCHY

Charakteristika a vytéznost biofilmli kombuchy jsou determinovany slozenim a typem
substratu aplikovaného béhem fermentace. Rychlost fermentace je ovlivnéna celou fadou
faktorti. Mezi tyto faktory mizeme zaradit druh a koncentraci ¢aje, koncentraci cukru, délku

a teplotu fermentace ¢i ptidani dalSich piisad (Balasubramanian a Praharaj, 2023).

3.1 Druh sladidla

Nejcastéji pouzivanym zdrojem uhliku pro rist bakterii a kvasinek kombuchy je sacharéza.
Jako alternativni zdroje energie pro mikroorganismy lze vyuzit i jina sladidla, jako naptiklad
glukozu, titinovy cukr, véeli med ¢i syntetické sladidlo aspartam (Watawana et al., 2017).
Ukazalo se, ze glukdza, titinovy cukr a sacharéza podporuji rist a tvorbu biofilmu
efektivnéji nez ostatni zkoumana sladidla. Naproti tomu pouziti aspartamu nevedlo k tvorb¢
biofilmu, coz miize souviset s tim, Ze aspartam neni vhodnym zdrojem dusiku a uhliku pro
mikroorganismy zic¢astnéné na fermentaci. PfestoZe aspartam obsahuje aminokyseliny, jeho
struktura neni snadno metabolizovatelnd a neposkytuje mikroorganismiim dostate¢né
dostupné dusikaté slouceniny potiebné pro metabolismus a (Watawana et al., 2017). Ukazalo
se, ze glukodza, titinovy cukr a sacharéza vykazuji lep$i rist biofilmu a pfindsi vyssi
vytéznost biofilmu. Nejvyssi vytéznost a narist biofilmu byla zjisténa pfi vyuziti sachardzy.
Sachar6za miZe byt pii fermentaci upfednostiiovana pied jednotlivymi monosacharidy, jako
je glukoza a fruktoéza, protoze jejich enzymaticka hydrolyza (napf. pomoci invertazy)
uvoliiuje oba tyto cukry soucasné. Tim dochdzi k plynulému a rovnomérnému zasobeni
mikroorganismi zakladnimi substraty pro jejich metabolismus, coZz muize podpofit
intenzivngj$i fermentacni aktivitu a néslednou tvorbu biofilmu. Nékteré mikroorganismy
navic disponuji specifickymi enzymy, které jim umoziuji sachar6ézu efektivné vyuZivat, a z

tohoto divodu ji mohou preferovat jako hlavni zdroj uhliku (MalSaba et al., 2008).

3.2 Drubh caje

Jeden ze zakladnich vyznamnych faktorti pii fermentaci kombuchy je druh ¢aje. Cajovy
substrat je spole¢né se sacharidy hlavnim zdrojem Zivin pro mikroorganismy. Riizné druhy
Caje poskytuji rozdilné ziviny, které mohou ovlivnit mikrobidlni sloZeni, kyselost, chut
barvu 1 rychlost fermentace. Pro vyrobu kombuchy se nejcastéji vyuziva Caj zeleny a ¢erny

(Rizhon a Maldin, 2023, s. 1749-1760).
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3.2.1 Zeleny ¢aj

Zeleny ¢aj je bohaty na polyfenoly, zejména flavonoidy jako je epigalokatechingalat. Tyto
latky mayji silné antioxidacni Uc€inky. Zeleny ¢aj obvykle poskytuje mén¢ taninti nez Cerny
¢aj, coz znamena, ze fermentace miize byt rychlejsi. Mnozstvi polyfenolit miize ovlivnit rist
mnohych mikroorganismu, ale naopak také poskytuje vyhody v boji proti patogentim.

vvvvv

kvétinovymi a bylinnymi tony (Wang et al., 2025, Rizhon a Maldin, 2023, s. 1749-1760).

3.2.2 Cerny ¢aj

Cerny &aj ma vyssi obsah tanint neZ ¢aj zeleny a obsahuje také vice kofeinu. Taniny pati
mezi polyfenolické latky, které ovlivituji chut’ napoje. Tento druh ¢aje ma vyssi obsah zivin
pro mikroorganismy, coz mize vést k pomalejsi fermentaci, protozZe tyto ziviny podporuji
rast doprovodné mikrobioty. Kombucha z ¢erného ¢aje byva silngjsi, s plnéjsi a vyrazngjsi
chuti (Marsh et al., 2014).

3.2.3 Bily ¢aj

Bily ¢aj ma méné taninll neZ Cerny ¢aj, ale stale poskytuje dostate¢né mnozstvi polyfenoli.
Kombucha fermentovana v bilém ¢aji miZe mit jemnéjsi chut’ a niz8i kyselost, protoze Caj
obsahuje mén¢ kofeinu a polyfenold, coz ovliviiuje rychlost fermentace. Kombucha z bilého
Caje byva jemna, sladsi a s velmi jemnymi ovocnymi tony (Wang et al., 2025, Marsh et al.,
2014).

3.2.4 Bylinné caje

Bylinné caje obvykle neobsahuji kofein, ale mohou obsahovat slouceniny fazené mezi
esencialni oleje, flavonoidy a dalSi bioaktivni slouceniny. Nékteré bylinné ¢aje mohou
fermentaci zpomalit nebo zménit jeji mikrobidlni sloZeni, protoZe neobsahuji vSechny ziviny
typické pro tradicni Caj (Cerny, zeleny). Kombucha fermentovand v bylinnych ¢ajich byva
velmi aromaticka, a jeji chut’ ¢asto zavisi na typu bylinného ¢aje, napt. z ¢aje hefrmankového
bude mit kvétinovou chut, zatimco z rooibosu chut’ a vini sladkou a kotenénou (Rizhon a
Maldin, 2023, s. 1749-1760).

3.3 Teplota

Ditlezitym faktorem ovliviiujicim fermentaci kombuchy je teplota. Teplota mlze zasadné

ovlivnit mikrobidlni sloZeni, sloZeni a koncentraci metabolitli a chut’. Optimalni teplota pro



28 UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

fermentaci kombuchy se uvadi 25-30 °C. V tomto rozmezi teplot je fermentace vyvazena,
kvasinky i bakterie jsou aktivni, coz vede k optimalni produkci etanolu, kyseliny octové a

dalSich metabolita (Villarreal-Soto et al., 2018).

3.3.1 VIliv teploty na kvasinky

Vyssi teplota (nad 30 °C) podporuje rist nékterych kvasinek, napi. Saccharomyces
cerevisiae, coz vede k vyssi produkcei etanolu a CO2. Fermentace probiha rychleji a muze
vést k vy§§imu obsahu etanolu, coz ovlivni chut kombuchy (Jayabalan et al., 2014,
Villarreal-Soto et al., 2018).

Pii nizsi teploté mezi 20-24 °C maji kvasinky tendenci metabolizovat pomaleji.
Fermentace trva déle, ale vysledna chut’ byva vyvazenéjsi s niz§im obsahem etanolu. Tyto
teploty mohou vytvafet u nékterych kvasinek adekvatni podminky pro produkci
exopolysacharidui a pfispivat tak k tvorbé biofilmu (Jayabalan et al., 2014, Villarreal-Soto et
al., 2018).

3.3.2 VIliv teploty na bakterie

Pti vyssi teploté mezi 25-30 °C octové bakterie jako Komagataeibacter a Acetobacter
obecné Iépe rostou. Teploty vyssi nez 30 °C mohou zpomalit rist téchto bakterii a ovlivnit
jejich schopnost oxidovat etanol na kyselinu octovou (Jayabalan et al., 2014, Villarreal-Soto
etal., 2018).

NiZzsi teploty nez 20 °C zpomaluji metabolismus bakterii a fermentace trva déle. Pii
téchto teplotach je produkce kyseliny octové obvykle nizsi, coz mlize vést k jemnéjsi chuti

kombuchy (Jayabalan et al., 2014, Villarreal-Soto et al., 2018).

3.3.3 Vliv teploty na organoleptické zmény kombuchy

Vyssi teplota fermentace kombuchy zrychluje metabolismus kvasinek a octovych
bakterii, coz vede k rychlejsi acidifikaci a poklesu pH, ¢imZ vznika napoj s vyrazné kyselym
profilem a prohloubenou octovou chuti. Zarovenn dochézi k intenzivngj$i produkci oxidu
uhli¢itého, coz zvysuje perlivost napoje (Jayabalan et al., 2014, Villarreal-Soto et al., 2018).
Naopak nizsi teploty zpomaluji fermentani proces, coz ma za nésledek kombuchu s
jemngjsi chuti, nizsi kyselosti a pomalejsi tvorbou perleni (Jayabalan et al., 2014, Villarreal-

Soto et al., 2018).
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3.4 Délka fermentace

Napoj kombucha bézné fermentuje po dobu 5-21 dni. Béhem této doby se méni nejen

zastoupeni jednotlivych druhii mikroorganismii, ale také koncentrace pritomnych metaboliti

(Chen a Liu, 2000, s. 834-839).

Casovou 0osu fermentace kombuchy a zmén mikrobialniho slozeni lze popsat nasledovng

(Villarreal-Soto et al., 2018, Marsh et al., 2014):
1. Faze fermentace (1-5 dnu):
e Dominance kvasinek Saccharomyces a Zygosaccharomyces
e Rozklad sachar6zy na glukézu a fruktézu
e Produkce etanolu a oxidu uhli¢itého
2. Stiedni faze fermentace (610 dna):
e Narust octovych bakterii Acetobacter a Komagataeibacter
e Oxidace etanolu na kyselinu octovou
e Tvorba kyseliny glukonové a glukuronové
e Rust biofilmu
3. Pozdni faze fermentace (10-14 dnu):
e Dominance octovych bakterii
e Pokles poctu kvasinek diky kyselému prostredi
e Maximalni koncentrace organickych kyselin
e SniZeni zbytkovych cukri
4. Dlouhodoba fermentace (vice nez 14 dnu):
e Extrémni kyselost, pH kolem 2,5 — 3
e Oslabeni mikrobidlni aktivity
e Vyrazna kysela chut’

Délka fermentace tak vyrazné ovlivituje organoleptické vlastnosti vysledného napoje a
je jednim z mnoha faktor(, které se podileji na variabilité tohoto napoje (Villarreal-Soto et
al., 2018, Marsh et al., 2014, Jayabalan et al., 2014).
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4 VLIV KOMBUCHY NA LIDSKY ORGANISMUS

4.1 Probiotické a prebiotické u¢inky

Probiotika pomahaji udrzovat integritu stfevni bariéry, zlepSuji traveni. Konzumace
kombuchy je spojovana s vlivem na gastrointestinalni mikrobiotu. Lidska stfevni mikrobiota
je komplexni spoleéenstvi ptiblizné velikosti 10%2 az 10'* mikroorganismi (Li et al., 2016).
Studie naznacuji, ze kombucha mutize zlepsit sttevni mikrobiotu diky svému chemickému
slozeni. Alespon 90 % fenolickych sloucenin obsazenych v kombusSe neni absorbovéno v
tenkém stieve, ale je metabolizovano specifickou mikrobiotou v tlustém stievé. Tyto
slou¢eniny tak mohou ovliviiovat stievni mikrobiotu a ptisobit prebioticky tim, Ze podporuji

rast prospé$nych mikroorganismil a zaroven brani mnozeni patogent (Costa et al., 2022).

V kombuse se vyskytuje také populace bakterii mlééného kvaseni, tyto bakterie maji

ptiznivy vliv na mikrobiotu tenkého stfeva a plni tedy roli probiotik (Cardoso et al., 2021).

4

4.2 Antioxidaéni ucinky

Mnoho pfiznivych ucinkl ptfipisovanych kombusSe, jako je prevence rakoviny, zvySeni
imunity nebo zmirnéni zanétl, souvisi s antioxidacni aktivitou napoje. Antioxidacni kapacita
napoje se pripisuje hlavné polyfenolim, které jsou vytvareny v cajovych listcich a
synergickému u¢inku riznych latek vyskytujicich se pfimo v ¢aji. Mezi fenoly se fadi fada
chemickych sloucenin, mezi které patii fenolové kyseliny, flavonoidy, taniny a stilbeny
(Chakravorty et al., 2016). Kombucha ma lepsi antioxida¢ni aktivitu nez nefermentovany
¢aj, coZz souvisi s produkci nizkomolekuldrnich latek a se strukturdlnimi modifikacemi
ptitomnych polyfenold. Tyto ptemény zajist'uji pfitomné enzymy produkované bakteriemi a
kvasinkami béhem fermentace (Jayabalan et al., 2014). Antioxida¢ni vlastnosti kombuchy

se béhem fermentace zvysuji (Ojo a De Smidt, 2023).

Bylo prokazano, ze hladiny theaflavini a thearubiginu byly v kombuse z ¢erného caje
vyznamné vys$$i nez v jeji zelené varianté (p < 0,05). Kromé toho byla u kombuchy z ¢erného
Caje zjisténa piiblizné€ o 65,32 % vyssi antioxidaéni kapacitu nez u kombuchy ze zeleného

Caje (Cardoso et al., 2020).

4.3 Antimikrobni uéinky

Kombucha se vyznaCuje antimikrobnimi uc¢inky proti mnoha grampozitivhim a

gramnegativnim  patogenum. Konkrétné proti Helicobacter pylori, Salmonella
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Typhimurium, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Shigella sonnei, Escherichia coli
(Battikh et al., 2012). U¢inné& pasobi také proti houbam jako je Aspergillus niger, Candida
albicans ¢i Microsporum gypseum (Kapp a Sumner, 2019, s. 66-70).

Antimikrobni aktivita kombuchy je pfipisovana piedev§im vysokému obsahu
organickych kyselin, zejména kyselin€¢ octové a pritomnosti katechinti, které¢ inhibuji

grampozitivni a gramnegativni bakterie (Jayabalan et al., 2014).

Minimalni inhibi¢ni koncentrace kombuchy ze zeleného ¢aje byla uréena na 250 pl/ml,
pfi¢emz ucinng branila rlstu vSech testovanych patogenti. Naopak kombucha z ¢erného ¢aje
vykazovala inhibi¢ni G¢inek pouze proti Staphylococcus aureus a Listeria monocytogenes.
Tento rozdil v antimikrobidlni aktivit¢ mize souviset s vyssi kyselosti a vyssi koncentraci
katechinll v zelené ¢ajové kombuse (pH = 3,2) ve srovnani s kombuchou z cerné¢ho caje

(pH = 3,5) (Cardoso et al., 2020, Huang, 2024, s.1610-1625).

4.4 Protirakovinné ucinky

Protirakovinné uc¢inky kombuchy byly pfevazné zkoumany na lidskych rakovinnych
bunéénych liniich in vitro, pfi¢emz dostupné udaje z klinickych studii a pokust na zvitatech
jsou zatim omezené. Bylo prok4zéno, Ze kombucha vyrazné potlacuje cytogenezi u
karcinomu prostaty tim, Ze moduluje faktory podporujici angiogenezi, jako je napiiklad

interleukin-8. (Srihari et al., 2013).

Expozice bun¢k PC-3 (lidské rakovinné buiiky prostaty) riznym koncentracim
kombuchy v rozmezi 100-500 pg/ml vedla k vyraznému snizeni jejich Zivotaschopnosti,
pficemz vyssi koncentrace vykazovaly typické vzorce bunééné smrti. Kromé toho davka
400 pg/ml kombuchy inhibovala migraci bunék PC-3 vyraznéji nez koncentrace 200 pg/ml.
(Srihari et al., 2013, Villarreal-Soto et al., 2020)

Kombucha ze zeleného ¢aje vykazovala vyraznéj$i antiproliferativni U€inky na
rakovinné bunécné linie ve srovnani s kombuchou z ¢erného Caje. Tato zvySena aktivita
muze byt pravdépodobné spojena s vysSim obsahem katechini a verbaskosidu v zeleném

¢aji (Cardoso et al., 2020).
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5 VODNI KEFIR

Oznaceni ,,vodni kefirova zrna* ¢i ,,sladka kefirova zrna“ bylo zavedeno za ucelem jejich
odliSeni od kefirovych zrn pouzivanych pti fermentaci mléka. Tato zrna byla pojmenovana
i dalsimi zpuisoby, napiiklad tibicos nebo tibi (Fiorda et al., 2017, Lynch et al., 2021). Vodni
kefir je mirn¢ kysely, perlivy kvaseny napoj, vyrobeny fermentaci roztoku sachardzy, ovoce

a zrn vodniho kefiru (Lynch et al., 2021).

5.1 Historie vyroby vodniho kefiru

Ptedpoklédda se, Ze vodni kefirova zrna byla do Evropy poprvé pfivezena vojaky vracejicimi
se z krymské valky v roce 1855, pficemz byla oznacovana jako tzv. ,,zazvorové rostliny*.
Alternativni teorie ptivodu pak poukazuje na moznost spontanni tvorby zrn znamych jako
,»tibicos® na povrchu plochych listi mexického kaktusu (Opuntia spp.), kde mikroorganismy
vyuzivaji sladké exsudaty jako zdroj Zivin. Navzdory nejasnému pitvodu vSak plati, ze tato
zrna byla po generace predavana z domdacnosti do domécnosti za ucelem domaci vyroby

tohoto tradi¢niho fermentovaného napoje (Pendon et al., 2022).

5.2 Vyroba vodniho kefiru

Vodni kefir se tradi€né pfipravuje pfidanim zrn vodniho kefiru do roztoku sachardzy
Sriznym cCerstvym nebo susenym ovocem. Takto pfipravena smés se obvykle necha
fermentovat po dobu 2—4 dni pfi pokojové teploté mezi 21-25 °C. Nejcastéjsi pouzité
koncentrace sachardzy se pohybuji v rozmezi 6-30 % (w/v) pii koncentraci kefirovych zrn
6-20 % (w/v) (Bueno et al., 2021, Verce et al., 2019).

Nekdy lze provést tzv. sekundarni fermentaci. V tomto bodé¢, tedy po 2448 hodinach
fermentace, se odstrani kefirova zrna a piida se ovoce ¢i ovocna $tava (obvykle jahodovy,
treSiovy, mangovy, jable¢ny, ananasovy, pomerancovy dzus). Tato smés se necha dale
fermentovat po dobu 24 hodin. Vysledny napoj ma po pouzitém ovoci svézi, nakyslou,

perlivou a ovocnou chut’ (Bueno et al., 2021).

Béhem fermentace nékteré mikroorganismy piechéazeji ze zrn do vodniho prostredi, kde
rostou a fermentuji pfitomny cukr, produkuji organické kyseliny a tim snizuji pH napoje.
Jiné mikroorganismy zlstavaji spojeny se zrnem, syntetizuji glukan ze sachar6zy a ten tvofi
hlavni slozku matrice kefirovych zrn (Fels et al., 2018). Takto pfipraveny ndpoj je okamzité
konzumovan nebo skladovan pii teploté¢ kolem 4 °C po dobu 1-2 dnti, ¢imz vznikne vice

syceny napoj (Verce et al., 2019).
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5.3 Biofilm vodniho kefiru

Zrna vodniho kefiru jsou mala 0 priméru 1-10 mm, prasvitna s kiehkou strukturou (Obr 3.)
Barva zrn je typicky bild az nazloutla, ovSem zaleZi na substratu, ve kterém jsou zrna
vodniho kefiru uchovavana. Pfidanim ovoce, napt. malin, dochazi ke zbarveni zrn do riizova

(Lynch et al., 2021).

Zrna vodniho kefiru tvoii komplexni mikrobiologicky celek, kde se vyskytuje cela fada
mikroorganismil. Koexistuji zde bakterie mlééného kvaseni 10’ — 108 CFU/g zrna, octové
bakterie 10° —10” CFU/g zrna a kvasinky 106 — 10" CFU/g zrna. Tyto mikroorganismy jsou
vsazeny V polysacharidové matrici (Lynch et al., 2021, Pendon et al., 2022).

Obrazek 3 Makroskopicky a mikroskopicky (SEM) vzhled dvou vodnich kefirt CIDCA
SKS5 (a,c) a CIDCA SKG6 (b,d) (Pendén et al., 2022)

5.4 Mikrobialni spolecenstvi vodniho kefiru

Mikrobialni spolecenstvi vodniho kefiru je rozmanité. Bakteridlni druhy maji mezi sebou
symbiotické vztahy, piezivaji nebo se mnozi pomoci sdileni svych bioproduktt jako zdroje
energie nebo faktort stimulujicich rast (Fiorda et al., 2017). Bakterie mlééného kvaSeni,
zejména mlécéné ty€inky, jsou primarnimi bakteridlnimi ¢leny mikrobidlniho spolecenstvi

vodniho kefiru. Octové bakterie fermentuji v zavislosti na pfitomnosti kysliku. Mezi dalsi
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mikroorganismy vyskytujicimi se ve vodnim kefiru patii kvasinky, nejcastéji druhy

Saccharomyces a potom také non-Saccharomyces kvasinky (Lynch et al., 2021).

Pti srovnani vodniho kefiru a tradi¢niho mlécného kefiru je mikrobiota bakterii
mlécného kvaSeni velice podobnd. Nicméné kvasinkova komunita je rozmanitéjsi u vodniho
kefiru nez u tradi¢niho mlé¢ného kefiru (Pidoux et al., 1998). Analyza mikrobialni diverzity
vodniho kefiru a kefirovych zrn pouzitych k fermentaci potvrdila pfitomnost shodnych druhti
bakterii a kvasinek, pfi¢emz jako nejreprezentativnéjsi bakteridlni druhy byly identifikovany
Lacticaseibacillus casei/paracasei, Lacticaseibacillus hilgardii a Schleiferilactobacillus
harbinensis, zatimco dominantni kvasinkou byla Saccharomyces cerevisiae. Relativni
zastoupeni téchto mikroorganismti se vSak liSilo mezi kefirovymi zrny a vyslednym

napojem, kdy Lacticaseibacillus casei/paracasei pievladaly v samotném napoji, zatimco

L. hilgardii byl nejhojnéji zastoupenym druhem v kefirovych zrnech (Laureys et al., 2014).

Octové bakterie fermentuji za aerobnich podminek. Hlavnimi zjiSténymi druhy
octovych bakterii ve vodnim kefiru jsou Acetobacter fabarium, Gluconobacter roseus,
Gluconobacter oxydans a Acetobacter indonesiensis. Proliferace octovych bakterii vede
k produkci kyseliny octové a zaroven dochazi ke snizovani hodnoty pH, coz mlize mit za

dusledek zpomalovani ristu zrn vodniho kefiru (Laureys et al., 2014).

Vyznamnym rodem octovych bakterii podilejicich se na fermentaci vodniho kefiru je
rod Acetobacter. Z vodniho kefiru byly izolovany tyto druhy A. fabarium, A. orientalis a
A. lovaniensis (Laureys et al., 2016, Chong et al., 2023).

Svou roli ve fermentaci vodniho kefiru hraji také ptitomné bakterie mlééného kvaseni.
Majoritni rody ztéto skupiny zahrnuji druhy pivodniho rodu Lactobacillus, ktery byl
preklasifikovan a zahrnuje rody Levilactobacillus, Lentilactobacillus. Minoritné
zastoupenymi rody pak jsou Leuconostoc, Oenococcus, pripadné Bifidobacterium nenalezici
mezi BMK (Zanirati et al., 2015).

Posledni vyznamnou skupinou jsou kvasinky. Na fermentaci vodniho kefiru se podile;ji
kvasinky rodu Saccharomyces, Pichia, Lanchancea, Kluyveromyces, Hanseniaspora,

Zygosaccharomyces, Dekkera, Zygotorulaspora (Fiorda et al., 2017).

5.5 Dynamika fermentace vodniho kefiru

Na zacatku fermentace je vysoka koncentrace substratu okolo 80 % z jeho celkového

objemu. Tento substrat se sklada priblizné z 90 % sacharo6zy, 6 % redukujicich cukrtia 1,5 %
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mineralnich latek, jako jsou K, Ca, P, Mg, Na, Fe. Toto médium ptedstavuje bohaty zdroj
zivin vhodnych pro mikrobialni rust (Guerra a Mujica, 2010, s. 250-257).

Hlavnimi produkty fermentace jsou etanol, kyselina mlécna, kyselina octova a dalsi
zdravi prospésné latky jako jsou manitol, glycerol, estery a dalsi organické kyseliny. Mezi
dalezity produkt fermentace patii etanol, jehoz koncentrace linedrné¢ stoupa a dosahuje

hodnot vyssich nez 10 % celkového objemu (Fiorda et al., 2017).

Symbidza pii fermentaci vodniho kefiru mezi kvasinkami, octovymi bakteriemi a
bakteriemi mlé¢ného kvaseni (BMK) je znazornéna na obrazku 4. Metabolismus kvasinek
podporuje rust AAB i BMK. Kvasinky hydrolyzuji sachar6zu pomoci enzymu invertdzy na
glukézu a fruktozu. Tyto jednoduché cukry poté ke svému metabolismu vyuzivaji jak BMK,
tak 1 AAB. Mimo jiné kvasinky produkuji malé mnoZstvi etanolu, které stimuluje rist AAB

(Fiorda et al., 2017, Lynch et al., 2021).

Mlécna fermentace Alkoholova fermentace

Octova fermentace

Obrazek 4 Metabolické drahy mikrobidlni komunity pfi fermentaci vodniho kefiru
(upraveno dle Fiorda et al., 2017)

Pii fermentaci probihaji soucasné rtizné procesy. Mikroorganismy osidlujici kefirova
zrna rostou a syntetizuji glukan a v dusledku toho se zvySuje narlist biomasy zrn. Soucasné
probihd také fermentace v tekutém médiu. Béhem prvnich 24 hodin se koncentrace
sacharozy snizi o 98 %. Soucasné se zvySuje koncentrace etanolu, kyseliny mlécné,
glycerolu, acetdtu a manitolu. Spotieba sachar6zy béhem prvnich 24 hodin pozitivné

koreluje s produkci etanolu kvasinkami (hlavné Saccharomyces cerevisiae). V pokrocilych
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fazich procesu fermentace hladina etanolu klesa v dusledku vyuziti etanolu octovymi

bakteriemi (Martinez-Torres et al., 2017, Laureys et al., 2014).

5.6 Faktory ovliviiujici rast zrn vodniho kefiru

Tvorba zrn je zésadni pro pokra¢ovani a mnozeni tibi krystald. K pfirtstku biomasy zrna,
ktery je ovlivnén mnoha faktory, dochdzi v prubéhu fermentace (Tabulka 7). Mezi tyto
faktory patii vlastnosti zrna, mnozstvi inokula, prostiedi, dostupnost zivin, teplota a doba

fermentace (Laureys a De Vuyst, 2017, s. 719-732).

Nizky rust biomasy zrn je ¢astym problémem pii fermentaci vodniho kefiru. Byly
publikovany vysledky prumyslové vyroby, kterd se zaméfuje na zmrazena vodni kefirova
zrna, kterd byla néasledné rozmrazena a reaktivovana. Tyto vysledky prokdzaly, Ze u zrn
dochazelo k fermentaci bez vyrazného piiristku biomasy. To naznacuje, Ze proces
zmrazovani a rozmrazovani vede k nevratnému poskozeni zrn, coz predstavuje dalsi rozdil
mezi vodnimi kefirovymi zrny a zrny pouzivanymi k fermentaci mléka (Laureys a De Vuyst,

2017, s. 719-732).

Tabulka 7 Obecné dusledky zvolenych faktorti na fermentaci vodniho kefiru (Fiorda et al.,
Laureys et al., 2018).

Uroven faktoru
Faktor
Nizka Vysoka
Pomal4 fermentace Rychla fermentace
Vysoka koncentrace
zbytkovych sacharidi Vysoké produkce metabolitii
Ziviny Nizka produkce metabolitd | Vysoka koncentraf:e zbytkovych
Vysoké hodnoty pH sacharidl
NizKy nebo zadny rist zrna Vysoké pH
Vysoki abundance AAB Nizé.i pomér BMK: kvasinky
Niz§i poméry metabolitli
Kyslik Nizka abundance AAB Vysoka abundance AAB
pH Nizky nartst zrna Vysoky narast zrna
Mala zrna Velka zrna
Riist zrna Vysoka Zzivotaschopnost Nizsi zivotaschopné pocty
Vysoké produkce metabolitli mikroorganismu

Dalsim faktorem ovliviiujicim riist biomasy zrna je dostupnost zivin. Pokud se
v médiu nachazi nizka koncentrace zivin, dochazi k poklesu ristu zrn vodniho kefiru. Vyssi

koncentrace  zivin v substrdtu vede naopak k vétsSim pfirGstkim  biomasy
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(Laureys et al., 2019). Nejpouzivanéjsim zdrojem uhliku a dusiku jsou Cerstvé nebo susené
fiky. Dlivod jejich popularity neni znam, ale bylo zjisténo, ze se substratem obsahujicim fiky
probiha fermentace nejoptimalnéjSim zptisobem ve srovnani s jinym ovocem. Dale bylo
pozorovano, ze vynechani fikli vyznamné zpomalilo spotfebu glukozy a tim i rychlost
fermentace. Pii pouziti suSenych rozinek, datli a Svestek byla rychlost fermentace obdobna
jako pfti pouziti fikt. Pfitomnost fikti neovliviiuje pouze fermentaci, ale také rast zrn. Bylo
zjisténo, ze v pritomnosti fiki probiha rychly nartst zrn, nizsi produkce biomasy probiha pii
vyuziti bandnt, rozinek, Svestek, merun€k, brambor, mrkve a zadny nartst neprob¢hl pii
vyuziti jablek ¢i pasterizované hroznové st'avy (Lynch et al., 2021).

Tabulka 8 Obsah vapniku ve vybranych druzich ovoce vyuzivanych pfi fermentaci
vodniho kefiru (Lynch et al., 2021)

Druh Viapnik
Ovoce (mg/100 g)
Fik suseny 162
Fik syrovy 35
Rozinky 50
Meruiiky susené 95
Banan syrovy 5
Jablko syrové 6
Svestka syrova 6
Brambory syrové 30
Mrkev syrova 33
Hroznova §tava 100% 11

Potencialnim faktorem podporujicim rast krystalt je vapnik (Laureys et al., 2019),
jehoz obsah v riznych substratech je uveden v tabulce 8. Ukazalo se, Ze pufracni kapacita a
obsah vépniku ovliviiuji fermentacni procesy vodniho kefiru, zejména co se tyCe narastu
biomasy. Vys8i pufracni kapacita a koncentrace vapniku ve vodé pouzité pro fermentaci
podporovaly riist. Pti niz§ich hodnotach pH kolem 3,3 az 3,6 dochazi ke snizené produkci
zrn, coz muze byt disledkem pfili§ kyselého prostfedi. Vzhledem k pozitivnimu vlivu
vapniku na fermentaci a rlist zrna je tfeba vzit v tvahu vlastnosti vody vyuZivané pii
fermentaci. Ocekava se, ze tvrda voda obsahujici vyssi obsah iontd vapniku a hoiciku
spolecné s vyuzitim fika jako substratu bude nejvhodnéjsi pro fermentaci vodniho kefiru

(Laureys a De Vuyst, 2017, s. 719-732, Fiorda et al., 2017).
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II.

PRAKTICKA CAST
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6 CILE PRACE

Hlavnim cilem prace byla izolace a nasledna identifikace mikroorganismii z fermentovanych
nealkoholickych napoji. Jako zastupci fermentovanych nealkoholickych népoji byly
zvoleny napoje kombucha a vodni kefir pfipravené z rGznych substrati za rtznych
podminek. K izolaci mikroorganisma byly vyuzity kultivaéni metody, zatimco k jejich

nasledn¢ identifikaci byly aplikovany metody molekularné biologické.
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7 POUZITY MATERIAL A ZARIZENI

Zde jsou uvedeny veskeré pomucky, pfistroje, roztoky, chemikalie a kultiva¢ni pady, které

byly v ramci praktického testovani vyuzity.

7.1 Pomicky a pristroje

Binokularni mikroskop se &tyfmi objektivy (Intraco Micro, Ceska republika)
Centrifuga minispin plus (Eppendorf, Némecko)

Elektricky zdroj pro elektroforézu EV243 (Consort, Belgie)
Elektroforetickd vana v¢. prislusenstvi MultiSUB Mini (Consort, Belgie)
Flow Box (Clean Air, Ceska republika)

Chladnicka s mrazicim boxem CSA34020 (BEKO, Turecko)
Mikropipety (Biohit, Finsko)

Mikropipety (Eppendorf, Némecko)

Mikropipety Nichipet EX (NICHIRYO, Japonsko)

Mikrovlnna trouba (Electrolux, Svédsko)

Osobni pocita¢ ESPRIMO (Fujitsu-Siemens, Japonsko, Némecko)

PCR box AURA PCRTM (BIOAIR, Itélie)

Termocykler Aeris™ (ESCO, Singapur)

Termostat blokovy Bio TDB-100 (Biosan, USA)

UV-Transiluminator InGeniusLHR (SYNGENE, Velka Britanie)

Vahy 440-47 N d=0,01 g (KERN, Némecko)

Vortex V-1 plus (Biosan, USA)

Ostatni: Sterilni plastové Petriho misky, sterilni bakteriologické klicky, podlozni
sklicka, imerzni olej, Pasteurovo kapatko, pipety, sterilni Spicky, sterilni Spicky
s filtrem, sterilni sklenéné zkumavky, sterilni zkumavky Eppendorf, sterilni
mikrozkumavky, stojanky na zkumavky, kadinky, odmérmné valce, sklenéné lahve,

laboratorni pomucky pro elektroforézu.
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7.2 Roztoky a chemikalie

0,9% fyziologicky roztok (0,8% NaCl (PENTA, Ceska republika) v destilované

vodg¢)

100 bp DNA Ladder N3231L (Biolabs. Inc., New England)

Aceton (PENTA, Ceska republika)

Agardza pro elektroforézu (Lonza, Svycarsko)

Barvivo GelRed pro vizualizaci nukleovych kyselin agardzovou elektroforézou
Etanol (PENTA, Cesk4 republika)

Imerzni olej (Merck, USA)

Kit DNeasy Blood & Tissue Kit od firmy Qiagen.

Krystalova violet (PENTA, Ceska republika)

Lugoltiv roztok (LACHEMA, Ceska republika)

PBS pufr (phosphate buffered saline (fosfatovy pufr) je pufrovany solny roztok, ktery
udrzuje stabilni pH a osmotické podminky blizké fyziologickému prostiedi bunék.

(LONZA)

Primery pro prokaryota RD1, FD1 a pro eukaryota LR6, NL1 (metabion international
AG, Némecko)

Pidy: Acetobacter agar, Malt extract Broth Base, Lactobacillus MRS Broth (MRS
Broth) (HIMEDIA)

Redestilovana voda pro molekularni biologii
Safranin (HIMEDIA, Indie)

TAE pufr — Tris-acetat-EDTA pufr je pufracni roztok bézné€ pouzivany pti
elektroforéze DNA. Udrzuje stabilni pH prosttedi, zajiStuje vodivost roztoku a
chrani nukleové kyseliny pted degradaci diky pfitomnosti EDTA, které vaze kovové

ionty (20 mM Tris-base, 10 mM acetat sodny, 0,5 mM EDTA, pH 7,4 (Merck, USA))

VWR Red Tag DNA Polymerase Master Mix (Avantor, Dansko)
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7.3 Charakteristika vzorku

Pro mikrobiologicky rozbor a naslednou identifikaci mikroorganismii bylo pouzito
8 rozdilnych vzorki kombuch lisicich se v délce fermentace, koncentraci cukru, druhu
sladidla a druhu caje. Délka fermentace byla 7, 10, 14, 21, 28 a 35 dni. Sladidlem byla
zvolena sacharéza a med. Koncentrace sachardzy byla 50 g/l a 75 g/l, pouzita koncentrace
medu byla 75 g/l. Kombucha byla kultivovana ve dvou druzich ¢aju, jednim byl ¢erny ¢aj
Assam Orangajuli SFTGFOP1 (vyrobce Oxalis, zemé puvodu Indie) v koncentraci 3 g/l a
bylinny ¢aj Doktor z hor v koncentraci 4 g/l (Slozeni: Salvéj 1ékatska nat, febficek obecny
nat’, podbél obecny kvét i list, prvosenka jarni kvét, divizna velkokvéta kvét, sléz nat’, chrpa
kvét, tro¢nik bolhoj kvét, vyrobce Oxalis, zemé& ptivodu Slovenska republika). Piehled

testovanych vzorki kombuch je uveden v Tabulce 9.

Dale byl proveden mikrobiologicky rozbor 10 vzorkti vodnich kefiru lisicich se
v koncentraci pouzitého substratu a koncentraci cukru. Jako ¢ajovy substrat byl pouzit
bylinny ¢aj z rostliny Sideritis syriaca (tzv. horsky c¢aj, vyrobce NW s.r.o., sklizen
05 - 06 / 2023, zemé pivodu Albanie). Koncentrace toho ¢aje byla zvolena 6, 8 a 10 g/1. Jako
sladidlo byla pouzita sachar6za v koncentracich 30, 60 a 90 g/l. Fermentace probihala
24 hodin. Piehled analyzovanych vzorkd vodnich kefirt je uveden v Tabulce 10. Modelové

vzorky vodnich kefiri laskaveé poskytla Ing. Eva Lorencova, Ph.D.
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Tabulka 9 Charakteristika vzorkti kombuch pouzitych pro mikrobiologicky rozbor

Cislo vzorku Charakteristika vzorku kombuch

Cerny &aj koncentrace 3 g/l

Sachar6za koncentrace 50 g/ |
K1l Délka fermentace 28 dni
Cerny ¢aj koncentrace 3 g/l

Sachardza koncentrace 50 g/l
K2 Délka fermentace 21 dni
Cerny ¢aj koncentrace 3 g/l
Sachardza koncentrace 50 g/l
K3 Délka fermentace 14 dni
Bylinny ¢aj koncentrace 4 g/l
Med koncentrace 75 g/l
K4 Délka fermentace 7 dni
Cerny ¢aj koncentrace 3 g/l

Sachardza koncentrace 75 g/l

K5 Délka fermentace 7 dni, odbér vzorku spodni zakal

Cerny &aj koncentrace 3 g/l

Sachardza koncentrace 75 g/l

K6 D¢élka fermentace 7 dni, odbér vzorku pod biofilmem

Cerny ¢aj koncentrace 3 g/l

Sachardza koncentrace 75 g/l
K7 D¢élka fermentace 7 dni
Cerny &aj koncentrace 3 g/l
Sachardza koncentrace 50 g/l
K8 Délka fermentace 35 dni
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Tabulka 10 Charakteristika vzorkd vodnich kefirti pouzitych pro mikrobiologicky rozbor

Cislo vzorku Charakteristika vzorku vodnich kefiru

Horsky ¢aj koncentrace 6 g/l

Sachar6za koncentrace 30 g/l
V1 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 6 g/l
Sachardza koncentrace 60 g/l
\ Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 6 g/l

Sachardza koncentrace 90 g/l
V3 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 8 g/l

Sachardza koncentrace 30 g/l
V4 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 8 g/l

Sachardza koncentrace 60 g/l
V5 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 8 g/l

Sachardza koncentrace 90 g/l
V6 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 10 g/l
Sacharé6za koncentrace 30 g/l
V7 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 10 g/l

Sachardza koncentrace 60 g/l
V8 Délka fermentace 24 hodin
Horsky ¢aj koncentrace 10 g/l
Sachar6za koncentrace 90 g/l
V9 Délka fermentace 24 hodin
Cerny &aj koncentrace 10 g/l

Sacharéza 90 g/l
V10 Délka fermentace 24 hodin
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8 METODIKA

8.1 Kultivacni rozbor a stanoveni po¢tu mikroorganismii

Kultivaéni média pouzitd pro mikrobiologicky rozbor byla pfipravena z komercnich
dehydratovanych smeési. Do lahve bylo dle navodu vyrobce navazeno odpovidajici mnozstvi
prislusné dehydratované kultivacni pady. Navazka byla poté doplnéna destilovanou vodou
do celkového objemu 400 ml. Obsah lahve byl dikladn¢ promichan a nasledné sterilizovan
v autoklavu pfi teploté 121 °C po dobu 15 minut. Po sterilizaci a ochlazeni médii na ptiblizné
50-60 °C byly zivné pudy rozlity do Petriho misek. Misky byly ponechény ve sterilnim
prostfedi laminarniho boxu az do zatuhnuti, poté byly fadn€ oznaceny. Ptipravené kultivacni

pudy byly ponechany ve skladovaci lednici v temnu pfi teploté 5+1 °C.

8.1.1 Kaultivaéni pidy

Pro kultivaci vzorki, stanoveni poctu mikroorganismli a izolaci mikroorganismt byly

pouzity tyto kultivaéni pidy:
Acetobacter agar (Glucose)

Acetobacter agar se vyuziva pro kultivaci plisni, kvasinek a octovych bakterii. SloZeni

kultivaéni ptidy je uvedeno v tabulce 11.

Tabulka 11 Slozeni Acetobacter agaru

Latka Mnozstvi
Kvasni¢ny extrakt 10 g/l
Uhli¢itan vapenaty 10 g/l
Glukoza 3g/
Agar 15 g/l

e pHpfi 25 °C 7,4+0,2
Malt extract Broth Base

Malt extract Broth Base se vyuziva pro detekci kvasinek, plisni a acidofilnich

mikroorganismu. Slozeni kultiva¢ni pidy je uvedeno v tabulce 12.
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Tabulka 12 SloZeni Malt extract Broth Base

Latka Mnozstvi
Sladovy extrakt 17 g/l
Mykologicky pepton 39/l

e pH pii 25 °C 5,4+0,2
e Pro pfipravu tuhé kultiva¢ni pady byl pouzit Agar Type I v koncentraci 6,0 g/ 400 ml
Lactobacillus MRS Broth (MRS Broth)

MRS Broth se vyuziva pro kultivaci mlé¢nych bakterii. Slozeni kultivaéni pudy je uvedeno

v tabulce 13.
Tabulka 13 Slozeni Lactobacillus MRS Broth

Latka MnozZstvi

Prote6zovy pepton 10 g/l
HM pepton B 10 g/
Kvasni¢ny extrakt 54/
Dextroza (glukoza) 20 g/l
Polysorbat 80 (Tween 80) 19/
Citrat sodny 29/l
Acetat sodny 549/l
Sulfat hotecnaty 0,1 g/l
Sulfat manganaty 0,05 g/l
Hydrogen fosfore¢nan draselny 29/l

e pH pii 25 °C 6,5+0,2

e Pro ptipravu tuhé kultiva¢ni pady byl pouzit Agar Type I v koncentraci 6,0 g/ 400 ml
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Agar Agar, Type |

Tento agar se vyuziva pro své zZelirujici schopnosti K ptipravé tuhych kultiva¢nich medii.

8.1.2 Priprava vzorku pro kultivaci

Pfitomnost mikroorganismii ve vzorcich kombuch a vodnich kefirad byla stanovena
kultiva¢ni metodou. Pfipravend suspenze byla naockovana na povrch kultiva¢nich médii
pomoci pristroje Spiral plater, pficemz byl zvolen program log mode 50. Vzorky byly
uchovéavany ve sterilnich zkumavkach a veSkerd manipulace s otevienymi zkumavkami
probihala vyhradné v lamindrnim boxu, aby se zabranilo kontaminaci. Veskeré¢ stanoveni

probéhlo ve dvojim opakovani.
Desitkové iFedeni vzorkii

K ptipravé vzorkl pro ockovani na kultivacni pidy bylo pouzito desitkové fedéni. Do prvni
sterilni zkumavky obsahujici 4,5 ml sterilniho fyziologického roztoku bylo pfidano 0,5 ml
analyzovaného vzorku, ¢imz bylo dosazeno fedéni 10~'. Obsah zkumavky byl dikladné
promichan na vortexu. Nasledné bylo 0,5 ml z této zkumavky preneseno do druhé sterilni
zkumavky s 4,5 ml fyziologického roztoku (fedéni 107%) a opét promichéno. Stejnym

zpliisobem byla pfipravena dalsi fedéni az po 107.
Inokulace pomoci spiral plater a kultivace

K inokulaci vzorkt na kultivaéni média byl pouZit ptistroj Spiral plater, pfi¢emz byl nastaven
program log mode 50. V laminarnim boxu bylo do sterilnich plastovych nadob tvaru
klobouck napipetovano 800 pl jednotlivych fedéni vzorku. Kazdé fedéni bylo pipetovano
zvlast do samostatného kloboucku. Pro kultiva¢ni plidy Acetobacter agar a MRS agar byla
pouzita fedéni 107 a 107, zatimco pro médium Malt Extract Broth Base byla zvolena fedéni
10~ a 107°. Kloboucky byly nasledné postupné vkladany do drzaku pftistroje, ktery provadél
automatickou inokulaci na pfedem popsanad kultivaéni média. Inokulovand média byla
inkubovana pfi laboratorni teploté (22 °C) po dobu 7 dni. Po uplynuti této doby byly vzorky

dale zpracovany.
Stanoveni CFU

Po uplynuti doby kultivace byl pomoci automatického pocitace kolonii (ptistroj Sphere
Flash) stanoven pocet kolonii vyrostlych na prislusnych zivnych ptadach. Nasledné byl
vysledek vyjadien jako pocet jednotek tvoficich kolonie neboli CFU (colony-forming units)

na 1 gram vzorku.
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8.2 Izolace mikroorganismi

Z vykultivovanych vzorkli byly dale izolovany jednotlivé kolonie lisici se morfologii —
barvou, velikosti, produkci exopolysacharida ¢i vznikem opalescence. Vybrané kolonie byly
pfeneseny pomoci sterilni jednorazové ockovaci klicky na pfislusné kultivaéni médium, kde
byl proveden kiizovy roztér. Kultivaéni médium bylo vzdy shodné s médiem, ze kterého
byla dana kolonie izolovana — naptiklad kolonie ziskana z Acetobacter agaru byla opét
pienesena na Acetobacter agar. Veskera manipulace probihala ve sterilnich podminkach
laminarniho boxu. Ptipravené Petriho misky byly inkubovany pii laboratorni teploté (22 °C)
po dobu 5 dni. Po uplynuti této doby byl cely proces zopakovan. Celkem byl postup

ptecisténi kolonii proveden ctytikrat.
8.3 Barveni dle Grama

U vybranych izolatu bylo pro kontrolu Cistoty a zaroven zjisténi, zda se jedna o bakterie ¢i

kvasinky, provedeno barveni dle Grama.

Gramovo barveni je diferencujici metoda, kterd rozd€luje bakterie do dvou
zakladnich skupin grampozitivni a gramnegativni, a to na zakladé rozdilii ve stavbé jejich
bunécné stény. Krystalova violet vytvari sjoédem z Lugolova roztoku tmavé fialovy
komplex. U grampozitivnich bakterii ziistdvd komplex zachovan, protoze silnd vrstva
peptidoglykanu zabraiiuje jeho vyplaveni. Buiiky tedy zistavaji fialové. U gramnegativnich
bakterii je peptidoglykanova vrstva tenci a alkohol komplex vyplavi. Buiiky jsou bezbarvé.

Tyto bakterie se poté dobarvuji safraninem a jsou ¢ervené (Madigan et al., 2019).
Postup:

1. Zhotoveni fixovaného preparatu

2. Aplikace krystalové violeti 1 min

3. Aplikace Lugolova roztoku 1 min

4. Oplach vodou

5. Odbarvovanim acetonem / etanolem po dobu maximalne 20 s

6. Oplach vodou

7. Dobarveni safraninem 1 min
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Takto obarvené preparaty byly usuSeny a mikroskopovany pod imerznim objektivem. Dle

této metody bylo nejen urceno, zda se jedna o bakterie ¢i kvasinky, ale zaroven byla zjisténa

Cistota jednotlivych izolatu.

8.4 Izolace DNA mikroorganismi

S Cistymi izolaty mikroorganismu se dale pracovalo a probihala izolace jejich DNA pomoci

kitu DNeasy Blood & Tissue Kit od firmy Qiagen.

Postup:

1.

2.

10.

11.

12.

Bakteridlni kolonie byly resuspendovany v 200 pl PBS do vzniku zékalu.

Poté se do smési pridalo 20 pul proteinazy K a 200 pl AL pufru, smés se promichala
a inkubovala pfi 56 °C po dobu 10 minut.

Nasledné se piidalo do smési 200 pl 96% etanolu a opatrné se smes promichala.

Smés se pienesla do DNeasy mini spin kolonek a probéhla centrifugace pti 8000 rpm

po dobu 1 minuty.

Dneasy mini spin kolona se pfenesla do ¢isté 2 ml zkumavky a dovniti kolony se

napipetovalo 500 pl AW1 promyvaciho pufru.
Kolony se smési se centrifugovaly pii 800 rpm po dobu 1 minuty.

Poté se Dneasy mini spin kolona se pienesla do Cisté 2 ml zkumavky a dovnitt kolony

se napipetovalo 500 ul AW2 promyvaciho pufru.
Kolony se smési se centrifugovaly pti 14 000 rpm po dobu 3 minut.

Obsah zkumavek se vylil a kolonky se zkumavkami se opét nechaly centrifugovat

pfi 14 000 po dobu 3 minut.

Nasledné se kolonky ptenesly do Ccistych zkumavek a dovnitf kolonek se
napipetovalo 100 pl AE dilu¢niho pufru predehiatého na 60 °C. Tato smés se nechala
inkubovat po dobu 10 minut.

Centrifugace pii 8000 rpm po dobu 1 minuty.

Pteneseni DNA izolatu do zkumavky s vickem
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Stanoveni Cistoty a koncentrace DNA:

Princip stanoveni Cistoty a koncentrace DNA spociva ve schopnosti nukleovych kyselin

absorbovat ultrafialové zateni, absorpcni maximum je pii vinové délce 260 nm.

Koncentrace DNA se urCuje méfenim absorbance pii 260 nm piicemz plati, ze

absorbance pii 260 nm odpovida ptiblizné€ 50 pg/ ml dvoutetézcové DNA.
Cistota DNA se poté hodnoti pomoci poméru absorbanci Azso/ Azgo @ Azsol/Az3o:
o Azeo/ Azgopomér mezi absorpci DNA (260 nm) a absorpci proteinti (280 nm)
v" Hodnota ~1,8 znad&i ¢istou DNA
v" Niz8i hodnoty naznacuji kontaminaci proteiny nebo fenolem
e Aoeo/ A2z pomér indikujici ptitomnost organickych kyselin
v" Hodnota ~2,0-2,2 zna¢i kvalitni DNA

U ziskanych izolatl bylo provedeno méfeni Cistoty koncentrace DNA pomoci pfistroje

TECAN 200.

Postup méieni:
1. Na specialni desticku byly napipetovany 2 pl AE pufru, ve kterém byla DNA
izolovana a byla provedena kalibrace pfistroje pomoci blank vzorku.

2. Nésledné byly napipetovany 2 ul od kazdého vzorku izolatu do pfislusné

jamky a postupné probéhlo méfeni a zapsani hodnot Cistoty a koncentrace DNA.

Na zéklad¢ ziskanych hodnot koncentrace a ¢istoty DNA byla u vhodnych izolati provedena
PCR reakce.

8.5 Polymerazova retézova reakce

Polymerazova tetézova reakce (PCR) je molekuldrné biologickd metoda, kterd umoziuje
exponencialni amplifikaci specifického twseku DNA. Zakladni princip vychézi
Z opakovaného cyklu tii krokli, které probihaji za pfesné definovanych teplot. Jedna se o

denaturaci, annaealing a elongaci.

Denaturace probihd pii 94-95 °C v tomto kroku dochazi k rozruseni dvoufetézcové
DNA na jednotlivé fetézce. Nésledné probiha annealing pii teploté 50-56 °C. Pfi annealingu

se ke komplementarnim sekvencim na jednotlivych DNA fetézcich piipojuji specifické
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primery, které vymezuji amplifikovany tsek. Poslednim krokem PCR reakce je elongace.
Elongace probiha pfi teploté 72 °C, pomoci DNA polymerazy, ktera je termostabilni dochazi
k prodluzovani primeru syntézou nové DNA dle templatu. Tyto tii kroky se obvykle opakuji
ve 3040 cyklech, coz vede k masivnimu zmnozeni cilového tiseku DNA.

Postup piipravy smési:

Reakéni smés pro izolaty byla piipravena dle tabulek 14 a 15. Bylo napocitano piesné

mnozstvi jednotlivych komponent dle piislusnych tabulek 14 a 15.

Tabulka 14 Slozeni PCR smési ur¢ené pro prokaryota

Latka MnozZstvi

*Master mix Red tag 12,5 ul
Primer RD1 0,5 ul
Primer FD1 0,5 ul
DNA izolat 1 pul
Voda 10,5 pl
Celkovy objem pro 1 PCR reakci X 25 ul

*Master mix Red tag: Taq DNA polymerazu, dNTPs (deoxynukleotid trifosfaty), MgClz,

pufr, Cervené barvivo

Tabulka 15 SloZeni PCR smési uréené pro eukaryota

Latka MnoZzstvi

Master mix Red tag 12,5 ul
Primer LR6 0,5 ul
Primer NL1 0,5 ul
DNA izolat 1 pul
Voda 10,5 ul
Celkovy objem pro 1 PCR reakci 225 ul
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Nasledn¢é bylo napipetovano 24 pl ptipravené PCR smési do predem pfipravenych a
oznacenych sterilnich mikrozkumavek uré¢enych pro PCR reakce. Do kazdé zkumavky byl
poté ptidan 1 ul ptislusného vzorku DNA. V posledni zkumavce byla pfipravena negativni
kontrola, ktera obsahala PCR reak¢ni smés a sterilni vodu. Takto pfipravené zkumavky byly
stoCeny a vlozeny do PCR cycleru, kde probihala PCR reakce (tabulka 16). Veskera ptiprava

probihala ve sterilnim boxu bez laminarniho proudéni vzduchu.
Program PCR reakce:

Tabulka 16 Program PCR reakce

Teplota Pocet

Faze °C) Cas cykli Poznamka
Inicializace 95 2 min 1 Pocate¢ni denaturace
. . Annealing snizovani teploty o
Opakovani cyklu 9 0,5 °C/cyklus (z 62 na 57 °C)
Dentaturace 95 0:30
min
. 0:30 , ‘1. o
Annealing 62-57 min Klesa s kazdym cyklem o 0,5 °C
Elongace 72 1:30
min
Opakovani cyklu 24 Fixni teplota annealingu 57 °C
Dentarurace 95 0:30
min
Annealing 57 0:30
min
Elongace 72 1:30
min
ey 5:00 . .
Finalni elongace 72 min ProdlouZeni vSech fragmentt
Ukonceni 4 o0 Uchovani vzorkl

8.6 Elektroforéza

Elektroforéza je fyzikalné-chemicka separacni metoda, ktera slouzi k rozdéleni nabitych
molekul (napf. DNA, RNA nebo proteinll) na zaklad¢ jejich velikosti a elektrického naboje
v elektrickém poli. V piipad€ nukleovych kyselin se nejcastéji vyuziva agarézova gelova

elektroforéza.
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Po wukonceni polymerdzové fetézové reakce byla provedena elektroforéza.
Elektroforéza po PCR reakci slouzi k ovéfeni uspésnosti PCR. Konkrétné k tomu, jestli se

amplifikoval pozadovany usek DNA a také slouzi k urceni jeho velikosti.

Postup elektroforézy:

Nejprve byl ptipraven 1,5% elektroforeticky gel. K ptiprave gelu se vyuzivala agardza
urcena pro elektroforetické metody. Do erlenmeyerovy banky bylo navazeno 3,75 g agardzy,
nasledné se do batiky odméfilo 250 ml TAE pufru. Tato smés se zahiivala v mikrovinné
troubé do dokonalého rozpusténi agarézy v TAE pufru. Toto rozpousténi trvalo 3-4 minuty.
Po vyceteni roztoku se banka i s obsahem nechala zchladnout na cca 50 °C a do smési byla
pfiddna barva GelRed Nucleic Acid Stain. Na 250 ml gel bylo pfidano 5 kapek barviva. Tato
smés se nalila do pfedem pfipravené formy s hiebinky a nechala zcela zatuhnout. Po
zatuhnuti se vytahly vlozené hiebinky, které slouzi k vytvofeni jamek pro vzorky. Takto
ptipraveny agar6zovy gel se vlozil do elektroforetické vany s pfedem nalitym TAE pufrem

a gel byl zcela ponofeny.

Do prvni jamky v kazdé fadé€ byl napipetovan standard (marker o urcité velikosti part
bazi). Markeru bylo pipetovano 4 ul. Nasledné do kazdé jamky byly napipetovany 4 pl
piislusného vzorku. Tento postup se opakoval do té doby, nez byly naplnény vSechny jamky

V piipraveném gelu.

Elektroforeticka vana byla uzaviena a ptipojena ke zdroji, kde byl zvoleno napéti
120 V a elektroforéza probihala po dobu 60 minut. Po 60 minutich byla elektroforéza
ukoncena a gel byl umistén do zobrazovaciho zafizeni a podroben analyze pod UV zafenim
Dle intenzity zatfeni bylo vyhodnoceno, zda se vzorky mohou zpracovavat dale a ptipravovat

na dalsi analyzu, poptipad¢ zda je nutno opakovat PCR reakci.

8.7 Sekvenace a identifikace izolovanych mikroorganismi

Sekvenovani DNA je molekularné-biologicka metoda, ktera umoziuje urcit piesné poradi
nukleotidli (adenin, thymin, cytosin a guanin) v molekule DNA. Tato technika je klicova pro
identifikaci mikroorganismi, analyzu gend ¢i studium genetickych variaci. Vysledné
sekvence lze porovnat s databazemi, jako je napi. NCBI GenBank, a tim urcit druhovou
pfislusnost dané¢ho organismu. V soucasné dobé existuje né€kolik riznych metod

sekvenovani, z nichz mezi nejpouzivanéjsi patii metoda Sangerova sekvenovani.
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Sangerovo sekvenovini

Sangerova metoda, znama také jako metoda sekvenovani podle terminace fetézce, byla
vyvinuta Frederickem Sangerem v roce 1977 a stala se zakladem pro sekvenovani prvni
generace. Tato technika je zaloZena na klasické PCR reakci, béhem které dochazi k syntéze
DNA pomoci DNA polymerazy, ale za ptitomnosti specidlnich dideoxynukleotidl
(ddNTPs). Tyto modifikované nukleotidy postradaji hydroxylovou skupinu na 3’ konci
cukerné casti, coz zplisobuje terminaci syntézy DNA pii jejich zatazeni do nové vznikajiciho

retézce.

Kazdy ze ctyt dideoxynukleotidd (ddATP, ddTTP, ddCTP a ddGTP) je znacen
specifickym fluorescencnim barvivem. Po ukonceni reakce vznikne smés fragmentd riznych
délek, zakon€enych vzdy jednim z fluorescencné znacenych ddNTPs. Tyto fragmenty jsou
nasledné rozdéleny elektroforézou na kapilafe podle velikosti a fluorescencni znaceni
umozni automatické ¢teni sekvence detektorem. Sangerovo sekvenovani je presna metoda
vhodna pro sekvenaci krat$ich tisektt DNA (obvykle do 1000 bp) a je ¢asto vyuzivana napft.
pro identifikaci bakterialnich kment na zaklad¢ analyzy genu pro 16S rRNA (Sanger et al.,
1977).

Vzorky, u kterych byl vyhodnocen spravny pritbé¢h polymerdzové tfetézové reakce
pomoci gelové elektroforézy byly podrobeny nasledné sekvenaéni analyze. V laboratofi byla
provedena purifikace a poté se vzorky zaslaly do externi laboratofe kde byla sekvenace

dokoncena.
Postup purifikace:

1. Vzorky byly sefazeny do stojanku a bylo k nim napipetovano 17 pl SPRI
magnetickych kulicek. Obsah zkumavek byl fadné promichan a piepipetovan do

mikrotitra¢ni desticky.

2. Mikrotitraéni desticka byla pfenesena na magnetickou podlozku, kde pomoci
magnetické sily doSlo k oddé€leni kulicek od supernatantu. Tento supernatant byl

odpipetovan.
3. Do kazdé jamky se pieneslo 180 pl 85% etanolu a probéhla inkubace 30—60 sekund.

4. Mikrotitracni desticka se prenesla na magnetickou podlozku, kde se odseparovaly
magnetické kulicky od supernatantu a supernatant v podobé 85% etanolu byl

odstranén.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 55

5. Desticka se nechala vysusit po dobu 5 minut.
6. Nasledné bylo napipetovano 30 pl vody uré¢ené pro molekuldrni metody.
7. Probéhla inkubace po dobu 10 minut.

8. Desticka byla pfenesena na magnetickou podlozku a supernatant byl pienesen do

druhé oznacené mikrotitracni desticky.

9. U dvou vzorkil z kazdé fady bylo provedeno kontrolni méteni na ptistroji TECAN

pro kontrolu ¢istoty a koncentrace DNA.

10. Takto ptipravené vzorky byly zaslany do externi laboratofe pro dokonceni

sekvenacni analyzy.

Po ukonceni sekvenac¢ni analyzy byly vysledky rozdéleny na dvé vldkna dle pouzitych
primerti. V naSem piipradé¢ byly vyuzity primery pro prokaryoty FD1 a RDI a pro
eukaryoty LR6 a NL1. Jednotlivd vldkna byla zkontrolovana a nésledné byly ptislusna
vlakna spojena. Takto spojend vldkna byla nahrana do mikrobiologické databaze kde na
zaklad¢ jejich genetického kodu byla dokoncena identifikace jednotlivych

mikroorganismi izolovanych z kombuch a vodnich kefird.
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9 VYSLEDKY A DISKUZE

9.1 Mikrobiologické analyza kombuch a vodnich kefiri

K mikrobiologické analyze bylo vybrano 8 rozdilnych vzorki kombuch a 10 vzorkli vodnich
kefird. Tyto vzorky byly podrobeny kultiva¢ni metodé za pouziti spiral plateru v programu
log mode 50 a nasledné byl stanoven pocet kolonie tvoiicich jednotek (CFU). Kolonie byly
dale izolovany a bylo u nich provedeno Gramovo barveni. Nasledné byla provedena izolace
DNA a méfeni Cistoty a koncentrace DNA vybranych izolatli mikroorganismii. Vyizolovana
DNA byla poté pomoci polymerazové fetézové reakce amplifikovana, purifikovana a takto

ptipravené vzorky byla zaslany na sekvenaci.
Stanoveni CFU/g

U vSech vzorkt bylo provedeno desitkové fedéni. Suspenze kombuch se nanaSely na ptdu
Acetobacter agar v fedéni 103 a 10 a na pidu Malt Extract Broth Base agar bylo zvoleno
fedéni 10*a 10°. Misky s uvedenymi piidami byly kultivovéany pfi laboratorni teploté 22 °C
po dobu 5-7 dni. Veskeré analyzy byly provedeny ve dvojim opakovani. Vysledky CFU/g
pro jednotlivé vzorky kombuch jsou uvedeny v tabulce 17 a 18.

Acetobacter
agar

log CFU/g
(o]
—

7 = I Malt extract

6 ) i I 1 1 { [ { Broth Base

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 K8

Vzorky kombuch

Obrazek 5 Pocéty mikroorganismui vyrostenych v jednotlivych kombuchach
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Tabulka 17 Pocty mikroorganismu (vyjadieny jako log CFU/g) ve vzorcich kombuch

vzorek AC agar MEBB agar Vzorek AC agar MEBB agar
Log CFU/g Log CFU/g Log CFU/g | Log CFU/g

5,6503 6,2122 7,3820 7,7536

K1 5,6304 6,3874 Ko 7,3324 7,4928
5,6180 6,3075 7,3802 8,2718

5,6096 6,3222 7,3118 8,3729

PRUMER 5,6271 6,3073 PRUMER 7,3516 7,9728
SMODCH 0,02 0,07 SMODCH 0,04 0,42
5,9206 6,5119 5,2122 5,6096

5,9415 6,2625 6,7853

K2 5,7853 6,7853 Ko 47853 6,3075
6,2122 6,3075 5,3075 5,3075

PRUMER 5,9649 6,4668 PRUMER 5,1017 6,0025
SMODCH 0,18 0,24 SMODCH 0,28 0,67
6,3424 7,1703 5,0086 5,6096

K3 6,3579 7,1004 K7 4,9101 5,7853
6,5635 7,0864 5,3075 7,0086

6,6884 7,0864 5,3075 6,3075

PRUMER 6,4881 7,1108 PRUMER 5,1334 6,1778
SMODCH 0,17 0,04 SMODCH 0,20 0,63
5,0864 7,0864 5,7853

K4 4,9101 6,8993 K8 4,3075 5,3075
6.4216 7,6304 6,3075

’ 7,2122 5,3075 6,3075

PRUMER 5,4727 7,2071 PRUMER 4,8075 5,9270
SMODCH 0,83 0,31 SMODCH 0,71 0,48

*ND= nedetekovan nartist mikroorganismu

Z vysledkt uvedenych v tabulce 17 vyplyva ze pocet mikroorganismi (vyjadieny

jako kolonie tvofici jednotky) se pohybuje v rozmezi 10* az 108 CFU/g. Jejich logaritmicka

cvwr

agar u vzorki K7 a K8 v fadu 10* az 10° CFU/g, coz miize byt ovlivnéno délkou fermentace

analyzovaného napoje kombucha. (K7 10 dni, K8 28 dni fermentace) Naopak nejvyssi

hodnoty byly naméfeny u vzorku K5 kde se hodnoty pohybovaly v #adu 107 az 10® CFU/g.

Tyto hodnoty mohou byt opét ovlivnény délkou fermentace (K5 7 dni), ¢i koncentraci

sachardzy (75 g/l). Zaroven je nutno zohlednit, Ze vzorek K5 byl odebiran ze spodniho

zakalu, kde béhem fermentace sedimentuji kvasinky, coz také odpovidé vysledkim CFU/g
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pro mikroorganismy zachycené na pidé Malt extract Broth Base, ktera se piedevsim vyuziva

prave pro zachyt kvasinek.

Suspenze vodnich kefirt se nanaSely na pudu Acetobacter agar, Malt extract Broth

Base (MEBB) agar a MRS agar v fedéni 102 a 10™*. Vysledky CFU/g pro jednotlivé vzorky
vodnich kefird jsou uvedeny v tabulce 18.

Tabulka 18 Pocty mikroorganismu (vyjadieny jako log CFU/g) ve vzorcich vodnich kefirt

Vzorek AC agar | MEBB agar MRS Vzorek AC agar | MEBB agar MRS
Log CFU/g | Log CFU/g | Log CFU/g Log CFU/g| Log CFU/g | Log CFU/g
ND
Vi 5,3636 V6
6,2625
6,3118
PRUMER| 59793 PRUMER
SMODCH 0,53 ND ND SMODCH ND ND ND
6,3655 5,5635 6,1875 5,4216 6,3284 6,9661
V2 6,4116 5,5775 6,2504 V7 5,3784 6,3820 6,9699
7,3692 7,3766 7,2577 6,8395 7,3404 7,4698
7,3892 7,3856 7,2900 6,8344 7,3324 7,4281
PRUMER 6,8839 6,4758 6,7464 PRUMER| 6,1185 6,8458 7,2085
SMODCH 0,57 1,05 0,61 SMODCH 0,83 0,57 0,28
7,0453 5,9513 7,9445 5,6503
V3 7,1206 5,9400 7,9360 V8 5,6314
8,7664 6,5391 8,3483 ND
8,7419 6,5551 8,3945 ND
PRUMER 7,9186 6,2464 8,1558 PRUMER | 5,6409
SMODCH 0,97 0,35 0,25 SMODCH 0,01 ND ND
7,0294 6,4314 7,0531 4,3075
V4 7,0607 6,4116 7,1614 Vo 4,3263
8,1523 ND 8,7993 ND
8,1987 ND 8,8142 ND
PRUMER | 7,6103 6,4215 7,9570 |PRUMER | 4,3169
SMODCH 0,65 0,01 0,98 SMODCH 0,01 ND ND
7,4654 4,3075 7,2648 4,6096 4,9101
V5 7,4393 4,3345 7,1931 V10 4,6180 4,9159
8,9036 ND 8,6776 5,6096 ND
8,9004 ND 8,6972 5,6075 ND
PRUMER 8,1772 4,3210 7,9582 PRUMER| 5,1112 4,9130
SMODCH 0,84 0,02 0,84 SMODCH 0,57 0,00 ND

*ND= nedetekovan narust mikroorganismu
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B Acetobacter agar
m MRS agar

B Malt extract Broth Base

vzorky vodnich kefiru

Obrazek 6 Pocty mikroorganismi vyrostenych v jednotlivych vodnich kefirech

Tabulka 18 zaznamenava vysledky poctu kolonii (vyjadieno jako log CFU/g) v
analyzovanych vodnich kefirech. U vodnich kefiri byl zaznamenan nardst mikroorganismu
v §irokém rozmezi od 10* do 108 CFU/g, viz obrazek 6. Nejnizsi narist byl zaznamenan u
vzorkli V6, V8 a V9. U téchto vzorkil byla detekovana pfitomnost mikroorganisma pouze
na Acetobacter agaru v fadu 10* a10° CFU/g. Na piidach Malt extract Broth Base agar a
MRS agar nartst detekovan nebyl. Nejvyssi po¢ty mikroorganismt byly zaznamenany u
vzorkti V3, V4 a V5 vtadu 10° az 108 CFU/g. Poéty mikroorganismi mohly byt opét

ovlivnény koncentraci sachardzy nebo koncentraci Caje.
Izolace mikroorganismi

Z vykultivovanych misek byly dale izolovany jednotlivé, rozlisné kolonie, které se
lisily napt. velikosti, zbarvenim, profilem nebo konzistenci. Bylo provedeno piecisténi
téchto kolonii pomoci kiizového roztéru. V tabulkach 19 a 20 je uveden seznam vSech

vyizolovanych kolonii z kombuch a vodnich kefirt, které byly podrobeny dalsi analyze.
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Tabulka 19 Oznaceni jednotlivych kolonii izolovanych ze vzorka kombuch

|ZO|aCG kOlOIlii Celkovy poéet
Vzorek Acetobacter agar Malt extract Broth Base izolata
K1 1A’1B'1ci'61 DAELIR N H 1cH 1110,1K 12
2A,2B,2C,2D,2E, 2F,
K2 2G 2 H 2CH, 21,2J,2 K, 2L 13
K3 3A.3B.3C,3D,3E 3F 3G’3H’3%HL’3"3J’3K' 14
K4 4A,4B,4C, 4D, 4E 4F 4G,4H,4CH 9
K5 5A,5B,5C,5D,5E,5F, | 5J,5K,5L,5M,5N, 50, 18
5G,5H,5CH,51 5P, 5Q
6A,6B,6C,6D,6E,6F,
K6 6G. 6H 6CH,61,61J 11
TA 7B, 7C, 7D, 7E, 7F,
K7 7G,7H.7CH 71,7J, 7K, 7L 13
K8 8A, 8B ; 2 Ceg;em

Z uvedené tabulky 19 je patrné, ze z kombuch bylo izolovano 92 rozdilnych kolonii
u kterych bylo provedeno ptecisténi. Z téchto kolonii bylo nésledné vybrano 58 izolatd
(obrazek 7) u kterych bylo nasledné provedeno Gramovo barveni a identifikace pomoci
molekularné biologickych metod. U kombuchy K1 bylo izolovano 7 kolonii z Acetobacter
agaru a 5 kolonii z Malt extract Broth Base agaru. Ze vzorku kombuchy K2 bylo izolovano
8 kolonii z Acetobacter agaru a 5 kolonii z Malt extract Broth Base agaru. Ze vzorku K3
bylo izolovano z Acetobacter agaru 6 kolonii a z Malt extract Broth Base agaru 7 kolonii. U
kombuchy K4 bylo izolovano 6 kolonii z Acetobacter agaru a 3 kolonie z Malt extract Broth
Base agaru. Pro vzorek K5 bylo vybrano z Acetobacter agaru 10 rozliSnych kolonii a 8
kolonii rostoucich na Malt extract Broth Base agaru. Z kombuchy K6 bylo izolovano 8
kolonii rostoucich na Acetobacter agaru a 3 kolonie rostouci na Malt extract Broth Base
agaru. U kombuchy K7 bylo izolovano 9 kolonii z Acetobacter agaru a 4 kolonie z Malt
extract Broth Base agaru. Ze vzorku kombuchy K8 byly izolovany 2 kolonie rostouci na

Acetobacter agaru.
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Obrazek 7 Vybrané izolaty mikroorganismu ze vzorki kombuch vyrostenych na pudé
Acetobacter agar

Z modelovych vzorkl vodnich kefiri bylo izolovano 25 rozdilnych kolonii (tabulka
20, obrazek 8 a 9) u kterych bylo provedeno ptecisténi. Z téchto kolonii bylo nésledné
vybrano 25 izolat u kterych bylo nasledné provedeno Gramovo barveni a u 22 probé¢hla

identifikace pomoci molekularné biologickych metod.
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Tabulka 20 Oznaceni jednotlivych kolonii izolovanych ze vzorka vodnich kefirt

Izolace kolonii

Vzorek Acetobacter agar Malt exé;asc;t Broth MRS Celli(;(:gt%ocet
Vodni kefir 1 V1A - - 1
Vodni kefir 2 V2A, V2B V2D, V2E V2C 5
Vodni kefir 3 V3A, V3B V3D V3C 4
Vodni kefir 4 V4A 0 V4B 2
Vodni kefir 5 V5A - - 1
Vodni kefir 6 ND ND ND -
Vodni kefir 7 V7A, V7B, V7C V7E, V/F V7D 6
Vodni kefir 8 V8A, V8B - - 2
Vodni kefir 9 VIA - - 1

Vodni kefir 10 | V10A, V10B V10C 3 Ce'kem25

*ND = nedetekovan nartist mikroorganismut
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Obrazek 8 Nartist mikroorganismti vodniho kefiru V2 na ptidich Acetobacter agar (A) a
MRS agar (B)

Obrazek 9 Nartst mikroorganismili vodniho kefiru V7 na ptidich Malt extract Broth Base
(A) a MRS agar (B)
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Gramovo barveni

Gramovo barveni bylo provedeno u 80 izolati ze vzorkd kombuch a vodnich kefirti. Na
zékladé¢ Gramova barveni prob¢hla identifikace mikroorganismul a rozdé€leni jednotlivych
izolath na grampozitivni, gramnegativni bakterie a kvasinky. V tabulce 21 jsou vysledky
Gramova barveni pro vzorky mikroorganismu izolované z kombuchy. V tabulce 22 jsou
uvedeny vysledky Gramova barveni pro vzorky mikroorganismii izolované z vodniho

kefiru.

Z vysledki uvedenych v tabulce 22 je patrné Ze dominantni podil v mikrobidlni
komunité kombuch hraji kvasinky. Oproti tomu dominantni mikrobiota ve vodnim kefiru
predstavuje smés grampozitivnich a gramnegativnich bakterii. Dle typu morfologie
jednotlivych kolonii bylo vyhodnoceno, Ze vzorky V1A a V5A vykazuji stejné morfologické
znaky jako vzorek V2A a ztoho divodu byly vyfazeny znasledné analyzy. Z takto

ptipravenych izolatl bylo nasledné pomoci komeréné dodavaného kitu vyizolovano DNA.

Tabulka 21 Vysledky Gramova barveni pro izolaty z kombuch

Izolat Vysledek Izolat Vysledek Izolat Vysledek
1A G- bakterie 3CH kvasinka 6B kvasinka
1B G- bakterie 3l kvasinka 6D G- bakterie
1E kvasinka 3K G- bakterie 6E G- bakterie
1F G- bakterie 4A G- bakterie 6G kvasinka
1H kvasinka 4B kvasinka 6CH kvasinka
1K kvasinka 4C G- bakterie 6l G- bakterie
1l G- bakterie 4E G- bakterie 6J kvasinka
2A kvasinka 4G G- bakterie 7A kvasinka
2B kvasinka 4H G- bakterie 7B G- bakterie
2C G- bakterie 4CH G- bakterie 7C kvasinka
2D kvasinka 5A kvasinka 7E kvasinka
2F G+ bakterie 5C kvasinka 7G kvasinka
2K G- bakterie 5E kvasinka 7CH kvasinka
2L kvasinka 5F kvasinka 71 kvasinka

2CH kvasinka 51 kvasinka 7K kvasinka
3A kvasinka 5K kvasinka 7L kvasinka
3B kvasinka 5L kvasinka 8A G+ bakterie
3C kvasinka 5N kvasinka 8B G+ bakterie
3E kvasinka 5P kvasinka
3H kvasinka 6A G- bakterie
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Tabulka 22 Vysledky Gramova barveni pro izolaty z vodnich kefirt

Izolat Vysledek Izolat Vysledek 1zolat Vysledek

V2A G+ bakterie V4A G- bakterie V8A G- bakterie
V2B G+ bakterie V4B G+ bakterie V8B G- bakterie
\V2C G- bakterie V7A G- bakterie VIA G+ bakterie
V2D G- bakterie V7B kvasinka V10A G+ bakterie
V3A G- bakterie V7C kvasinka V10B G- bakterie
V3B G- bakterie V7D G- bakterie V10C G- bakterie
V3C G+ bakterie V7E kvasinka

V3D G- bakterie V7F kvasinka
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Izolace DNA a méreni Cistoty a koncentrace DNA

Po skonceni izolace DNA prob¢hlo méteni Cistoty a koncentrace DNA na pfistroji
TECAN. Dle vysledku této analyzy bylo poté rozhodnuto, zda se vzorky vyizoluji znovu
anebo se mohou pouzit pro polymerazovou fetézovou reakci. V tabulce 23 jsou uvedeny
vysledné hodnoty Cistoty a koncentrace DNA pro vzorky kombuch. V tabulce 24 jsou

uvedeny hodnoty Cistoty a koncentrace DNA pro vzorky vodnich kefirti.

Tabulka 23 Naméifené hodnoty Cistoty a koncentrace DNA pro izolaty z kombuch

Koncentrace a Cistota DNA

Vzorek | Koncentrace pg/pl Ratio Vzorek | Koncentrace pg/nl Ratio
1A 23,7 2,19 4CH 425,6 2,19
1B 19,8 2,04 5A 171 2,09
1E 10,9 2,37 5C 8,2 2,48
1F 22,4 2,02 5E 3,8 1,9
1H 6 2 5F 63,7 2,26
1K 7,8 2,17 51 27,6 2,3
11 20,8 2,26 5K 4,5 2,25
2A 6,7 1,91 oL 2,3 1,77
2B 16,5 2,01 5N 12,5 2,12
2C 10,7 2,23 5P 9,8 2
2D 10,4 2 6A 56,3 2,08
2F 7,2 2,18 6B 19,2 2,4
2K 442 2,15 6D 29,6 2,13
2L 5,6 2,15 6E 30,7 2,05

2CH 17,5 2,13 6G 10,1 2,06
3A 13,3 2,08 6CH 33 2,14
3B 15,1 2,16 6l 155 2,1
3C 11,2 2,29 6J 2,7 18
3E 12,3 1,95 7A 8,9 2,02
3H 31 1,94 7B 46,7 1,97
3CH 12,6 2,14 7C 5,6 2,67
3l 9,8 2,18 7E 17,9 2,18
3K 4,8 1,92 7G 14,4 2,03
4A 23,6 1,95 7CH 14,2 2,29
4B 15 2,24 71 7 2,33
4C 26,6 2,13 7K 9,3 2,11
4E 27,8 2,07 7L 5,7 2,19
4G 35 2,22 8A 16,6 1,93
4H 311 2,16 8B 20,1 2,07
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*Ratio = pomér absorbance Azeo/A2go slouzici K posouzeni Cistoty nukleovych kyselin,

zejména s ohledem na pfitomnost bilkovin ¢i jinych kontaminanti

Tabulka 24 Naméiené hodnoty Cistoty a koncentrace DNA pro izolaty z vodnich kefirt

Koncentrace a Cistota DNA

Vzorek | Koncentrace pg/ul | Ratio | Vzorek | Koncentrace pg/pl | Ratio
V2A 48,8 181 | ViC 8,2 1,78
V2B 12,4 2,03 | V7D 53 2,12
V2C 14,7 2,07 | VTE 10,8 1,93
V2D 34 1,89 | VT7F 17,3 19
V3A 62,6 195 | VBA 179,1 2,13
V3B 24,3 1,81 | V8B 25,9 1,96
V3C 6,1 1,74 | V9A 17 1,93
V3D 6,9 1,73 | V10A 59 1,78
V4A 73,2 2,09 | V10B 7,7 1,83
V4B 11,7 2,02 | V10C 8,8 1,8
V7A 7,8 1,86
V7B 4,4 1,83

Vysledné hodnoty Cistoty a koncentrace DNA z tabulek 23 a 24 odpovidaji béznym
hodnotam a izolaty DNA byly pouzity pro dalsi analyzu, konkrétn€¢ do polymerdzové

fetézové reakce.

Vysledky polymerazové iFetézové reakce a elektroforézy

Po skonceni polymerazové fetézové reakce, ktera probihala v PCR cycleru se vzorky
zchladily na 4 °C a byla provedena elektroforéza. Do 1,5% agar6zového gelu byly
pipetovany 4 ul vzorkii a nasledné probihala elektroforéza 1 hodinu pti 120 V. Vysledny gel
se zobrazil v zobrazovacim zafizeni a na zakladé intenzity zafeni bylo vyhodnoceno, zda

jsou vzorky vhodné pro naslednou sekvenaci nebo zda se musi PCR reakce zopakovat.
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Obrazek 10 Gelova elektroforéza PCR produktl izolatd z kombuch za pouziti primeru FD1
aRD1

M= marker, NK= negativni kontrola

Dle vysledku gelové elektroforézy (obrazek 10 bylo rozhodnuto , ze u vzorka 1A, 1B,
1F, 11, 2C, 2F, 2K, 4A, 4C, 4E, 4G, 6A, 6D, 6E, 61, 7B, 8A, 8B probé&hla amplifikace spravné
a byl vytvoren produkt o ocekavané velikost 1000 bp. U vzorku 1E, 1H, 1K, 2A, 2B, 2D,
2L, 2CH, 3A, 3B, 3C, 3E, 3H, 3CH, 3I, 4B, 5A, 5C, 5E, 5F, 5I, 5K, 5L, 5N, 5P, 6B, 6G,
6CH, 6J, 7A, 7C, 7E, 7G, 7CH, 71, 7K, 7L byla polymerazova fetézova reakce provedena
znovu z divodu Spatné€ zvolenych primert. Pro polymerazovou fetézovou reakci byly

poprvé zvoleny pouze primery FD1 a RDI1, coz jsou primery pro sekvenaci DNA z
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prokaryotickych bun¢k. Vzhledem k ptedchozimu Gramovu barveni byly ve vzorcich také
eukaryotické bunky konkrétné¢ kvasinky, pro které tyto primery nejsou urceny. Pfi
opakované PCR reakci byly zvoleny primery ur¢eny pro eukaryota, tedy LR6 a NL1. VVzorek

4H se rovnéz opakoval.

M IE IH1K2A 2B 2D 2L, 3A 3B 3C3E3HCH 31 4B 5A 5C5E

M 5F 51 5K5L 5N5P6B6G 6] 7A7C 7E 7G 71 7K 7. 4H
6CH 7CH

Obrazek 11 Gelova elektroforéza PCR produktl vzorkli kombuch za pouziti primerti LR6 a
NLI, u vzorku 4H byl pouzit primer FD1 a RD1

M= marker

Dle vysledku gelové elektroforézy PCR (obrazek 11) produktt u vzorka 1E, 1H, 1K,
2A, 2D, 2L, 2CH, 3A, 3B, 3C, 3E, 3H, 3CH, 3l, 4B, 5A, 5C, 5E, 5F, 51, 5K, 5L, 5N, 5P, 6B,
6G, 6CH, 6J, 7A, 7C, 7E, 7G, 7CH, 71, 7K, 7L, 4H, bylo rozhodnuto, ze amplifikace
probéhla dle ocekavani a velikost PCR produktii byla o velikosti 1000 bp. U téchto vzorkt

byla dale provedena sekvenacni analyza.
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Obrazek 12 Gelova elektroforéza PCR produktl vzorkil vodnich kefiri za pouziti primeri
RD1 a FDI pro prvni fadu a primertt LR6 a NL1 pro druhou fadu

1= V2A, 2= V2B, 3=V2C, 4= V2D, 5=V2E, 6=V3A, 7=V3B, 8=V3C,9=V3D, 10=V4A,
11=Vv4B, 12=V7A, 13=V7B, 14=V7C,5= V7D, 16=V7E, 17= V7TF, 18=V8A,
19=V8B,20=V9A, 21=V10A, 22=V10B, 23=V10C, M= marker, NK= negativni kontrola

Dle vysledki gelové elektroforézy (obrazek 12) byl z nasledné analyzy vytazen vzorek
s oznacenim cCislo 2 (V2B), ktery nespliioval pozadavky ohledné velikosti amplifikované
DNA. Vsechny ostatni vzorky byly dale analyzovany sekvena¢ni metodou. Ostatni vzorky

byly amplifikovany v pozadované velikosti 1000 bp a byly pouzity v nasledné analyze.
Identifikace mikroorganismii:

Dle ziskanych dat ze sekvena¢ni analyzy byly identifikovany jednotlivé mikroorganismy.

Vysledkem sekvenace jsou vlakna jednotlivych primerd FD1 + RDI pro prokaryota
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(obrazek 13) a LR6 + NL1 pro eukaryota, které se spoji v programu DNA baser (obrazek 14)
anasledné se tato genetickd informace nahraje do databaze mikroorganismt National library

of medicine (obrazek 15), kde dojde k jejich identifikaci.
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Obrazek 13 Vysledek sekvence izoladtu V2D poskytnuty firmou zajist'ujici sekvenaci

FForward viakno
(veioncs) ; eV \VIdknO

(zp€ing)
Manual sequence cleaning - Locele m Info ine position:
Mark 28 fruste ! g || sampe () Extended selectior{ Highlight mismatches . Se &
Vedouci TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGITTATCCGGATTTATTGGGC
/péiné TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGTTATCCGGATTTATTGGGC
a - B % st L)
Spojen¢é TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTATGTCCCGAGCGITTATCCGGATTTATTGGGC
Obrazek 14 Sekvence izolatu V2D zpracovana v programu DNA baser
- L Max = Total Query E Per.
Desa'|pt|on Saenhﬁ: Name Score Score | Cover value | Ident Acc_vl_en Accession
A4 b v A4 b
. Gluconobacter cerinus strain KACC 22053 16S ribosomal RNA gene, partial sequence Gluconobacter cerinus 2268 2356 96% 0.0 9897% 1415 ON746595.1

Obrazek 15 Identifikace vzorku V2D v databazi mikroorganismu (National Library of Medicine)
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Tabulka 25 Identifikace mikroorganismil izolovanych z kombuchy K1

Kombucha K1
Izolat Mikroorganismus Identlﬁlg/s ;1 i skore
1A Komagataeibacter rhaeticus 99,68
1B Acetobacter tropicalis strain 99,3
1E Zygosaccharomyces bailii 94,8
1F Acetobacter tropicalis 99,53
1H Zygosaccharomyces bailii 95,51
1K Zygosaccharomyces bisporus 95,44
1l Komagataeibacter rhaeticus 99,37

V kombuse K1, ktera fermentovala 28 dni a zékladni substrat byl tvofen ¢ernym
cajem o koncentraci 3 g/l a sacharézou o koncentraci 50 g/l byly identifikovany
mikroorganismy uvedené v tabulce 25. Z tabulky je patrné, ze Gispé$n¢ bylo identifikovano
7 kmenti mikroorganismu izolovanych z této kombuchy. Z vysledkt je patrné, ze byly
zastoupeny 3 rody a to Komagataeibacter, Acetobacter a Zygosaccharomyces. Bakterie rodu
Komagataeibacter byly zastoupeny 2 kmeny téhoz druhu (Komagataeibacter rhaeticus), z
rodu Acetobacter byly identifikovany rovnéz 2 kmeny a zbyvajici tii izolaty byly zafazeny

mezi kvasinky rodu Zygosaccharomyces (Z. bailii a Z. bisporus).

Tabulka 26 Identifikace mikroorganismu izolovanych z kombuchy K2

Kombucha K2
Identifikaéni skore
Izolat Mikroorganismus (%)
2A Zygosaccharomyces pseudobailii 99,81
2B Sporobolomyces pararoseus 99,36
2C Komagataeibacter rhaeticus 99,37
2D Zygosaccharomyces bailii 100
2F Micrococcus sp. 99,69
2K Gluconobacter sp. 99,37
2L Zygosaccharomyces bailli 99,26
2CH Zygosaccharomyces baillii 100

Vzorek kombuchy K2 fermentoval po dobu 21 dni za pouziti ¢erného Caje o
koncentraci 3 g/l a sacharozy v koncentraci 50 g/l. Celkem bylo z tohoto vzorku izolovano
osm mikroorganismui, které nalezi k péti riznym rodim, viz tabulka 26. Nejéastéji

zastoupenym byl rod Zygosaccharomyces, pii¢emz se ve vzorku objevily druhy Z. bailii a
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Z. pseudobailii. Dale byly identifikovany kvasinky Sporobolomyces pararoseus a bakterie
rodi Komagataeibacter, Gluconobacter a Micrococcus. Vysledné slozeni mikrobioty
ukazuje na vyraznou prevahu kvasinek, pfiCemz bakteridlni Cast byla tvofena spiSe

dopliikkovymi druhy.

Tabulka 27 Identifikace mikroorganismi izolovanych z kombuchy K3

Kombucha K3
Identifikac¢ni skore
Izolat Mikroorganismus (%)
3A Dekkera bruxelensis 99,19
3B Brettanomyces bruxellensis 99,61
3C Brettanomyces bruxellensis 99,61
3E Brettanomyces bruxellensis 99,6
3H Dekkera bruxelensis 98,75
3CH Zygosaccharomyces bailii 99,62
3l Dekkera bruxelensis 97,33
3K Comamonas sp. 92,83

Kombucha K3 fermentovala po dobu 14 dni za standardnich podminek s pouzitim
cern¢ho caje 3 g/l a sacharozy 50 g/l. Celkem bylo identifikovano osm mikroorganismu
(tabulka 27), pti¢emz dominantni zastoupeni mély kvasinky rodi Dekkera a Brettanomyces,
které jsou povazovany za dvé nomenklaturni oznaceni téhoz organismu. Tyto druhy se
vyskytly u vétsiny izolatd. Dale byl detekovan zastupce kvasinek Zygosaccharomyces bailii

a také jeden zastupce bakterii rodu Comamonas. Vysledky poukazuji na vyraznou prevahu

kvasinkové sloZky mikrobioty, s jedinym zjiSt€énym bakteridlnim izolatem.

Tabulka 28 Identifikace mikroorganismi izolovanych z kombuchy K4

Kombucha K4
Identifika¢ni

Izolat Mikroorganismus skore (%)

4A Gluconobacter sp. 99,37

4B Saccharomyces cerevisiae 98,93

4C Gluconobacter potus 99,45

4E Gluconobacter oxydans 99,13

4G Gluconobacter oxydans 99,05

4H Gluconobacter sp. 99,37
4CH Gluconobacter oxydans 98,97

Kombucha K4 fermentovala po dobu 7 dni s pouzitim bylinného ¢aje o koncentraci

4 g/l a jako alternativni sladidlo byl pouzit med v koncentraci 75 g/l. Analyzou bylo
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identifikovano celkem sedm mikroorganismii viz tabulka 28. Vzorek byl charakteristicky
vyraznou pievahou bakterialni slozky, konkrétné rodu Gluconobacter, ktery byl pfitomen v
Sesti izolatech, v¢etné druhti G. oxydans a G. potus. Kvasinkova slozka byla zastoupena
jedinym druhem — Saccharomyces cerevisiae. Piitomnost téchto mikroorganismt naznacuje

typické slozeni pro rané faze fermentace s dominantni Gcasti octovych bakterii.

Tabulka 29 Identifikace mikroorganismt izolovanych z kombuchy K5

Kombucha K5
Identifika¢ni
Izolat Mikroorganismus skore (%)

5A Zygosaccharomyces bailii 99,62
5C Saccharomyces cerevisiae 99,51
5E Clavispora lusitaniae 99,75
5F Saccharomyces cerevisiae 99,61
51 Saccharomyces cerevisiae 99,42
5K Dekkera bruxelensis 98,25
5L Dekkera bruxelensis 93,69
5N nelze identifikovat -

5P Dekkera bruxelensis 97,88

Vzorek kombuchy K5 byl odebran ze spodni ¢asti fermenta¢ni nadoby, konkrétné ze
zakalu, kde b&hem fermentace pfirozené sedimentuji kvasinky. Fermentace probihala 7 dni
s pouzitim ¢erného Caje 3 g/l a sachar6zy 50 g/l. V ramci analyzy bylo identifikovano osm
mikroorganismi, z nichz sedm bylo pfifazeno ke konkrétnim druhtim a jeden izolat se
nepodatilo jednoznacné urcit (tabulka 29). Mikrobiota vzorku byla vyhradné kvasinkového
puvodu. Nejcastéji se vyskytoval druh Saccharomyces cerevisiae, nasledovany zastupci
Dekkera bruxelensis, dale byly detekovany kvasinky Zygosaccharomyces bailii a méné
obvykly druh Clavispora lusitaniae. Piitomnost pouze kvasinek odpovida odbéru z prostiedi

s niz§im obsahem kysliku.
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Tabulka 30 Identifikace mikroorganismi izolovanych z kombuchy K6

Kombucha K6
Identifika¢ni
Izolat Mikroorganismus skore (%0)
6A Acetobacter sp 99,36
6B Saccharomyces cerevisiae 99,22
6D Acetobacter tropicalis 98,67
6E Acetobacter tropicalis 99,37
6G Hanseniaspora opuntiae 99,51
6CH Brettanomyces bruxellensis 99,81
6l Acetobacter tropicalis 99,45
6J Sporobolomyces sp. 99,29

Kombucha K6 fermentovala po dobu 7 dni za pouziti ¢erného ¢aje o koncentraci
3 g/l a sachar6zy v mnozstvi 50 g/l. Celkem bylo identifikovano osm mikroorganismd, které
zastupuji jak bakterialni, tak kvasinkovou slozku mikrobioty, piehled je uveden
v tabulce 30. Bakterie byly reprezentovany piedevsim druhem Acetobacter tropicalis, ktery
byl identifikovan ve tfech izolatech, a jednim neupfesnénym zastupcem rodu Acetobacter.
Kvasinky byly rozmanitéjsi — ve vzorku se vyskytovala Saccharomyces cerevisiae,
Hanseniaspora opuntiae, Brettanomyces bruxellensis a Sporobolomyces sp. Vysledné
sloZzeni naznacuje vyvazené zastoupeni obou mikrobidlnich skupin, které jsou béznymi

ucastniky fermentacniho procesu kombuchy.

Tabulka 31 Identifikace mikroorganismii izolovanych z kombuchy K7

Kombucha K7
Identifikaéni
Izolat Mikroorganismus skore (%)
7A Saccharomyces cerevisiae 99,61
7B Acetobacter tropicalis 99,37
7C Clavispora lusitaniae 95,59
7E Hanseniaspora opuntiae 99,70
7G Zygosaccharomyces bailii 99,24
7CH Saccharomyces cerevisiae 99,61
71 Dekkera anomala 98,04
7K Saccharomyces cerevisiae 99,42
7L Dekkera bruxellensis 97,87
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Kombucha K7 fermentovala po dobu 7 dni s pouzitim ¢erného ¢aje o koncentraci
3 g/l a vyssi davky sachardzy 75 g/l. Bylo identifikovano celkem devét mikroorganismu
(tabulka 31), pii¢emz prevazovala kvasinkova slozka. Nejcastéji se vyskytoval druh
Saccharomyces cerevisiae, zastoupeny ve tiech izolatech. Dale byly detekovany druhy
Zygosaccharomyces bailii, Hanseniaspora opuntiae, Clavispora lusitaniae a zastupci rodu
Dekkera — konkrétn¢ D. bruxellensis a D. anomala. Bakterialni slozku tvofil pouze jeden
zastupce — Acetobacter tropicalis. Takto vysoka mikrobialni diverzita ukazuje na komplexni
prubéh fermentace, pricemz vysSi koncentrace cukru mohla pfispét k intenzivnéjSimu

rozvoji kvasinek.

Tabulka 32 Identifikace mikroorganismil izolovanych z kombuchy K8

Kombucha K8
Identifika¢ni
Izolat Mikroorganismus skore (%0)
8A Micrococcus sp. 99,23
8B Micrococcus yunnanensis 93,7

Kombucha K8 prosela nejdelsi fermentaci ze vSech analyzovanych kombuch —
35 dni pfi pouziti Cerného ¢aje o koncentraci 3 g/l a sacharozy 50 g/l. V tomto vzorku byly
identifikovany dva bakteridlni izolaty nalezejici k rodu Micrococcus, konkrétné M.
yunnanensis a jeden blize nespecifikovany zastupce téhoz rodu (tab. 32). Ptekvapivé nebyly
ve vzorku detekovany zadné kvasinky. Pfitomnost bakterii rodu Micrococcus muze byt
spojena s jejich schopnosti ptezivat v kyselém prostiedi po delsi dobu fermentace, kdy, jiz

jiné mikroorganismy ustupuji.

Dalsi casti prace byla identifikace mikroorganismi z modelovych vzorkti vodnich
kefirt, jejiz vysledky jsou uvedeny v tabulce 33. Byly analyzovany mikroorganismy
izolované ze 7 vodnich kefird. Vzorek vodniho kefiru V2 byl fermentovan po dobu 24 hodin
s pouzitim horského Caje (6 g/l) a sachar6zy v koncentraci 60 g/l. Bylo identifikovano pét
mikroorganismi, pfiCemz pievazovala bakteridlni slozka. Nejcastéji se vyskytoval druh
Leuconostoc mesenteroides subsp. jonggajibkimchii, ptitomny ve dvou izolatech. Dale byly
detekovany bakterie rodu Gluconobacter — konkrétn¢ G. cerinus a G. oxydans. Slozeni
odpovida typickému obrazu kefirové fermentace s dominantnimi zastupci mlééného a

octového kvaseni.
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Vzorek V3 fermentoval rovnéz 24 hodin s horskym ¢ajem (6 g/l1) a vyssi davkou
sacharozy (90 g/l). Ziskany byly Cctyfi izolaty, z nichz dva nalezely druhu
Leuconostoc mesenteroides, jeden Gluconobacter cerinus a jeden byl identifikovan jako
Sedimentibacter sp. Pfitomnost tohoto rodu je pomérn¢ vzacna a mohla souviset s vyssi

koncentraci substratu nebo interakci mikroorganismu v rané fazi fermentace.

Vzorek V4 byl piipraven s horskym ¢ajem v koncentraci 8 g/l a 30 g/l sachardzy,
fermentovany 24 hodin. Izolovany byly dvé varianty druhu Leuconostoc mesenteroides,
pficemz jedna byla podrobnéji urCena jako poddruh jonggajibkimchii. Tyto bakterie
mlécného kvaseni jsou pro vodni kefir typické a cCasto dominuji v prostiedi s nizsi

cukernatosti.

Tabulka 33 Identifikace mikroorganismii izolovanych z vodnich kefirt

Vodni kefiry
Identifika¢ni

Izolat Mikroorganismus skore (%0)

Leuconostoc mesenteroides subsp.
V2A jonggajibkimchii 99,70

Leuconostoc mesenteroides subsp.
V2C jonggajibkimchii 92,62
V2D Gluconobacter cerinus 98,97
V2E Gluconobacter oxydans 98,79
V3A Sedimentbacter sp. 98,96
V3B Leuconostoc mesenteroides 97,03
V3C Leuconostoc mesenteroides 99,63
V3D Gluconobacter cerinus 99,09
V4A Leuconostoc mesenteroides 97,56

Leuconostoc mesenteroides subsp.
V4B jonggajibkimchii 99,62
V7A Gluconobactere sp. 99,6
V7B Nelze identifikovat -
V7C Sacharomyces cerevisiae 99,79
V7D Sacharomyces cerevisiae 95,60
V7E Leuconostoc mesenteroides 98,96
V7F Hanseniaspora valbyensis 99,58
V8BA Nelze identifikovat -
V8B Pseudomonas fulva 99,85
VoA Corynebacterium mucifaciens 96,05
V10A Micrococcus luteus 99,54
V10B Gluconobacter sp. 99,37
V10C Acetobacter persici 99,53
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Vzorek V7 fermentoval pti pouziti horského ¢aje (10 g/l) a 30 g/l sachar6zy po dobu
24 hodin. Byl jednim z diverzitn€¢ nejbohatsich — bylo detekovéno Sest mikroorganismt.
Mezi nimi dva izolaty Saccharomyces cerevisiae, dale zastupci roda Gluconobacter,
Leuconostoc a Hanseniaspora, pii¢emz jeden izolat zistal neidentifikovany. Vys$si ¢ajova
koncentrace mohla ptispét k rozvoji komplexnéjsiho mikrobialniho spolecenstvi s vyraznym

zastoupenim kvasinek.

Vzorek vodniho kefiru V8 vznikl fermentaci s horskym ¢ajem (10 g/l) a sachardzou v
mnozstvi 60 g/l po dobu 24 hodin. Ze vzorku byly ziskany dva izolaty — jeden
neidentifikovany a druhy uréeny jako Pseudomonas fulva. Vyskyt tohoto rodu je v kefirové
fermentaci pomérné neobvykly a miize signalizovat kontaminaci nebo odlisné vlastnosti

vstupnich surovin.

Vzorek V9 fermentoval s nejvyssi koncentraci ¢aje i sacharozy (10 g/l a 90 g/1) po dobu
24 hodin. Identifikovan byl pouze jeden druh — Corynebacterium mucifaciens. Tento
mikroorganismus neni béznym zéastupcem kefirové mikrobioty a jeho vyskyt mize souviset

se specifickym sloZenim substratu ¢i mikrobidlnim vyvojem pii vysoké osmolarite.

Vzorek V10 byl pfipraven z ¢erného ¢aje (10 g/l) a 90 g/l sachar6zy, fermentovany
24 hodin. Detekovany byly tii mikroorganismy: Micrococcus luteus, Gluconobacter sp. a
Acetobacter persici. Kombinace zastupcii octového kvaseni doplnéna o druh Micrococcus
odpovida rozmanité mikrobioté€, ktera mize vzniknout pfi fermentaci s alternativnim typem

caje.
9.2 Souhrnna diskuze

V ramci této diplomové prace byla analyzovana mikrobidlni diverzita nealkoholickych
fermentovanych napojl, konkrétné kombuchy a vodniho kefiru. Celkem bylo analyzovéano
osm raznych vzorkli kombuch a deset vzorkti vodnich kefirt, pfi¢emz jednotlivé vzorky se
lisily v délce fermentace, druhu a koncentraci pouzitého Caje, koncentraci sachar6zy nebo
typu pouzitého sladidla. Vzorky byly nejprve podrobeny kultiva¢ni analyze za tcelem
stanoveni poctu mikroorganismi (vyjadienych jako kolonie tvofici jednotky na 1 g
vyrobku). Nasledné probéhla izolace vizualné odlisnych kolonii, ze kterych byla izolovana
DNA a nasledné provedena molekularné-biologicka identifikace mikroorganismi pomoci
sekvenace. Na zaklad¢ ziskanych dat byla uréena mikrobialni skladba jednotlivych vzorku,

ktera slouzi jako podklad pro nasledujici diskuzi
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Pocet mikroorganismii ve vzorcich kombuch se pohyboval v rozmezi 10* az
108 CFU/g, coz odrazi vliv riznych podminek fermentace. Pocet octovych bakterii se
vétsinou pohyboval mezi 10° a 10° CFU/g, s vyjimkou kombuchy K5 (107 CFU/g). Kvasinky
byly detekovany piedevsim v rozmezi 10° az 10® CFU/g, u nékterych vzorki vSak pouze
10° CFU/g. Podobné hodnoty byly zaznamenany ve studii Kaashyap et al. (2021), kde
celkovy pocet mikroorganismt dosahl 4,9 x 107 CFU/ml. Dale Silva et al. (2024) uvad¢ji
CFU/ml u kvasinek 1,74 x 106, mlécnych bakterii 7,59 x 10°¢ a octovych bakterii 1,35 x 10%.

U vodnich kefirti se poc¢et mikroorganismt pohyboval obdobné jako u kombuch —
nejcasteji v rozmezi 10* az 108 CFU/g. Nejvyssi pocet byl zaznamenan u vzork V3, V4 a
V5 (107-10% CFU/g), s vyjimkou niz$i hodnoty (10* CFU/g) ve vzorku V5 na médiu Malt
Extract Broth Base. Hodnoty srovnatelné s témito vysledky zaznamenava také studie Patel

et al. (2022), ktera uvadi ptiblizné 10° CFU/g.

Z vysledki 1ze usuzovat, ze mezi kombuchou a vodnim kefirem neni zsadni rozdil
v celkovém poctu mikroorganismli. Vyznamny vliv v8ak maji specifické fermentacni
podminky, jako je délka fermentace a sloZeni substratu.
Cilem prace bylo rovnéZ urcCit mikrobidlni sloZeni jednotlivych vzorkil. V rdmci analyzy
bylo identifikovano celkem 57 mikroorganismi izolovanych z kombuch, z nichz se pouze
jeden izolat nepodafilo zatadit. Nejvétsi diverzitu vykazoval vzorek K7, ve kterém bylo
detekovano Sest riznych rodt zahrnujicich jak bakterie, tak kvasinky. Napfi¢ vSemi
analyzovanymi vzorky kombuch byly identifikovany nasledujici rody: Komagataeibacter,
Acetobacter,  Micrococcus,  Gluconobacter, = Comamonas, Zygosaccharomyces,
Sporobolomyces, Dekkera, Brettanomyces, Saccharomyces, Clavispora a Hanseniaspora.

V kombuse K1 byly identifikovany mikroorganismy jako Komagataeibacter
rhaeticus, Acetobacter tropicalis, Zygosaccharomyces bailii a Zygosaccharomyces
bisporus. Tyto druhy byly rovnéz zaznamenany ve studii Chakravorty a kol. (2016), ktera se
zamétovala na mikrobialni rozmanitost kombuchy z ¢erného ¢aje. Piitomnost K. rhaeticus
potvrdila také studie Huang a kol. (2022), zabyvajici se biofilmem vznikajicim b&hem
fermentace kombuchy. Podobné mikroorganismy byly nalezeny i ve studii Landis a kol.
(2022), ktera zkoumala interakce mezi mikroorganismy v kombuse.

V kombuse K2 byly zjistény rody Zygosaccharomyces, Sporobolomyces,
Komagataeibacter, Micrococcus a Gluconobacter. Vyskyt Gluconobacter byl potvrzen také

ve studii Soarese a kol. (2021), ktera se vénovala technologickym aspektim vyroby
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kombuchy a vyuziti symbiotické kultury SCOBY. Zajimavosti je pfitomnost rodu
Sporobolomyces, jehoz zastupci patii mezi netypické kvasinky schopné produkovat
riznorodé metabolity. Pfestoze jejich vlastnosti zatim nejsou dostatecné popsany, potencial
téchto kvasinek v potravinaistvi naznacuje studie Kot a kol. (2021).

V kombuse K3 Dbyly identifikovany rody Dekkera, Brettanomyces,
Zygosaccharomyces a Comamonas. Kvasinka Brettanomyces bruxellensis byla popsana ve
studii Tran et al. (2021) jako vyznamny zastupce mikroorganismii podilejicich se na
fermentaci nédpoje kombucha. Stejny druh byl rovnéz zminén ve studii Coton et al. (2017),
ktera analyzovala mikrobialni ekologii kombuchy v prubéhu fermentace.

Kombucha K4 obsahovala mikroorganismy rodu Gluconobacter a Saccharomyces.
Vyskyt Gluconobacter oxydans byl pozorovan také ve studii Kaashyap a kol. (2021), ktera
se zabyvala mikrobidlni charakteristikou kombuchy fermentované na zdklad€ ¢erného caje
(Camellia sinensis) s piidavkem sachar6zy. Autofi identifikovali rizné druhy bakterii i
kvasinek, pficemz Gluconobacter patfil mezi dominantni bakteridlni rody. Kvasinka
Saccharomyces cerevisiae byla v tomto vzorku detekovana poprvé, pri¢emz jeji piitomnost
zaznamenal 1 Chakravorty a kol. (2016) ve své praci o mikrobialni dynamice kombuchy. Ve
zminéné studii autofi fermentovali napoj s pouzitim Cerného Caje a sachardzy po dobu
14 dnu, pticemz sledovali vyvoj bakteridlnich i kvasinkovych populaci v Case.

Stanoveni pfitomnosti mikroorganismiit v kombuse K5 bylo specifické svym
zpiisobem odbéru — pro mikrobiologickou analyzu byl zvolen sediment ze dna nadoby, kde
se béhem fermentace koncentruji kvasinky. Dle ofekavani tak byly ve vzorku pfitomny
vyhradn¢é kvasinky rodd Zygosaccharomyces, Saccharomyces, Clavispora a Dekkera.
Vétsina téchto roda byla popsana i v jinych studiich, které se vénovaly vlivu skladovacich
podminek a fazi fermentace na mikrobidlni dynamiku kombuchy. Napftiklad Villarreal-Soto
a kol. (2020) analyzovali mikrobialni slozeni kombuchy fermentované po dobu 14 dni s
pouzitim oslazeného Cerného Caje jako substratu. Autofi ve své praci prokazali pfirozeny
vyskyt rodii Saccharomyces a Zygosaccharomyces v priabéhu fermentace a upozornili na
jejich dominanci v pozdéjSich fazich zrani. Vyjimku tvoti rod Clavispora, konkrétné
Clavispora lusitaniae, jehoz vyskyt v napoji kombucha je ojedin€ly a nebyl dosud v
dostupné literature zaznamenan.

Vzorek kombuchy K6 uréeny pro mikrobiologickou analyzu byl odebran v tésné
blizkosti biofilmu. V tomto vzorku byly identifikovany jak bakterie, tak kvasinky.
Detekovani byli zastupci rodi Acetobacter, Saccharomyces, Hanseniaspora, Brettanomyces

a Sporobolomyces. Pritomnost rodu Hanseniaspora byla zaznamenana také ve studii Savary
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a kol. (2021), ktera se zabyvala biochemickymi zménami zpisobenymi mikrobiotou béhem
fermentace kombuchy. V této studii byl fermentacni proces provadén pii 25 °C po dobu
14 dntt s pouzitim Cerného caje (Camellia sinensis) slazeného sachardzou. Autofi
zaznamenali vyznamny vliv mikrobidlni komunity na produkci organickych kyselin a vyvoj
aromatickych profili napoje, pti¢emz rod Hanseniaspora se uplatnil zejména v ranych
fazich fermentace.

Nejvetsi druhovou rozmanitost prokazala kombucha K7, v niz byly detekovany rody
Saccharomyces, Acetobacter, Clavispora, Zygosaccharomyces, Dekkera a Hanseniaspora.
V tomto vzorku pievazovaly kvasinky nad bakteriemi, z bakterii zde byl identifikovan
vyznamny rod Acetobacter, typicky pro fermentacni procesy kombuchy, zejména pro tvorbu
jeji charakteristické chuti. Vysokd mikrobidlni diverzita této kombuchy pravdépodobné
souvisi s fermentacnimi podminkami — konkrétné fermentaci po dobu sedmi dni,
s koncentraci ¢erného Caje 3 g/l a sachardzy 75 g/1. Podobnou diverzitu zaznamenali také
Marsh a kol. (2014), ktefi pti fermentaci kombuchy s pouzitim ¢erného ¢aje a 10% roztoku
sacharozy pozorovali pfitomnost riznorodych kvasinkovych i bakteridlnich rodd vcetné
Zygosaccharomyces, Saccharomyces, Brettanomyces a Acetobacter, pti¢emz mikrobialni
sloZeni se ménilo v zavislosti na délce fermentace.

Posledni kombucha, K8 vykazovala pfitomnost pouze jediného bakterialniho rodu —
Micrococcus. Tato kombucha fermentovala po dobu 35 dni pfi koncentraci ¢erného ¢aje 3 g/l
a sacharozy 50 g/l. V odborné literatufe nebyly nalezeny studie popisujici mikrobidlni profil
kombuchy pfi takto nastavenych podminkach, avSak z dostupnych vysledkl 1ze usuzovat,
Ze tyto parametry mohly vést k ubytku nebo Gplnému odumieni vétSiny mikroorganismui
béhem fermentace.

Ve vodnich kefirech byla identifikovana fada bakterialnich i kvasinkovych druhd,
které se shoduji s druhy a rody bézné popisovanymi v literature. Nejcastéji detekovanym
rodem byl Leuconostoc, konkrétné Leuconostoc mesenteroides a jeho poddruh
jonggajibkimchii. Tento druh mlé¢né bakterie je pravidelné uvadén jako jeden z kli¢ovych
zastupcu heterofermentativnich mléénych bakterii ve vodnim kefiru, a to zejména diky své
schopnosti produkovat exopolysacharidy, které¢ mohou pfispivat ke struktute kefirovych zrn
(Laureys et al., 2014, Watawana et al., 2015).

Rody Gluconobacter a Acetobacter, patiici mezi octové bakterie, byly rovnéz
vyrazné zastoupeny v analyzovanych vodnich kefirech, konkrétné Gluconobacter cerinus,
G. oxydans, Gluconobacter sp. a Acetobacter persici. Tyto bakterie jsou znamy svou

schopnosti oxidovat cukry a alkoholy na organické kyseliny, pficemz hraji zadsadni roli pii
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okyselovani prostfedi vodniho kefiru nebo kombuchy béhem fermentace (Xu et al., 2023).
Laureys et al. (2018) rovnéz prokazali, ze Gluconobacter spp. byva dominantnim rodem
octovych bakterii v prvnich dnech fermentace vodniho kefiru.

Mezi méné Casté, avSak zajimavé izolaty patii Sedimentibacter sp., Corynebacterium
mucifaciens, Micrococcus luteus a Pseudomonas fulva. Jejich vyskyt mize byt ovlivnén
prostiedim, pouZzitymi surovinami nebo kontaminaci. Tyto bakterie nejsou typické pro vodni
kefir, a jejich role v tomto fermenta¢nim systému zlstava nejasna, pticemz nékteré mohou
byt soucasti bézné mikrobioty okolniho prostiedi (Marsh et al., 2014).

Kvasinkova slozka mikrobioty analyzovanych vodnich kefiri byla reprezentovana
druhy Saccharomyces cerevisiae a Hanseniaspora valbyensis, které jsou béZznymi ucastniky
symbiotické fermentace. S. cerevisiae je jednim z nejéastéji izolovanych druht z vodniho
kefiru a je zodpovédna za produkci CO: a etanolu, coz pfispivd k organoleptickym
vlastnostem napoje (Gulitz et al., 2011). Hanseniaspora spp. byva castéji detekovana v
prvnich fazich fermentace diky své toleranci ke kysliku a nizsi koncentraci etanolu (Liu et
al., 2019)

Zajimavym zjiSténim je vyskyt nékolika neidentifikovanych kmeni, které mohou
naznacovat pfitomnost dosud mélo prozkoumanych nebo nepopsanych druhti.

Vysledky tak potvrzuji vysokou mikrobidlni diverzitu vodniho kefiru a zéaroven
poukazuji na variabilitu mezi jednotlivymi vzorky. Tato variabilita je €asto ovlivnéna
geografickym plivodem zrn, slozenim fermentacniho média a podminkami fermentace

(Laureys et al., 2014).
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10 ZAVER

Tato diplomova prace piinesla komplexni pohled na mikrobialni diverzitu dvou popularnich
nealkoholickych fermentovanych ndpoji — kombuchy a vodniho kefiru — a zaroven
zdlraznila vyznam fermenta¢nich podminek pro vyslednou mikrobidlni skladbu. I pies
rozdilné slozeni pouzitych substratii a technologickych postupii bylo u obou typti napoji
zjisténo, ze se v nich vyskytuje vysoké mnozstvi zivotaschopnych mikroorganismd, ¢asto v

podobném rozsahu, a to jak co do poctu, tak i diverzity.

V ramci mikrobiologické analyzy bylo celkem identifikovano 82 mikroorganisma,
Z toho 59 izolat z kombuchy a 23 izolatt z vodnich kefirti. Z celkového poctu izolati bylo

ptiblizné 62 % kvasinkového a 38 % bakterialniho piivodu.

U kombuchy byly nejcastéji zastoupeny kvasinky rodu Saccharomyces,
Zygosaccharomyces, Dekkera/Brettanomyces a Hanseniaspora. Z bakterii dominovaly rody
Acetobacter, Gluconobacter a Komagataeibacter. Nékteré vzorky, zejména ty s delsi

fermentaci nebo odbérem ze sedimentu, vykazovaly témé&f vyhradné kvasinkové sloZeni.

Ve vzorcich vodnich kefirti pfevazovaly bakterie mlécného a octového kvaSeni,
piedevsim rody Leuconostoc, Gluconobacter a Acetobacter. Vyznamnou slozku tvofily také
kvasinky, pfi¢emz nejcastéji se vyskytovala Saccharomyces cerevisiae. Zaznamenany byly
i mén¢ bézné rody jako Sedimentibacter, Pseudomonas nebo Corynebacterium, jejichz

vyskyt miize byt ovlivnén pouzitym substratem ¢i podminkami fermentace.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
AAB Octové bakterie

BMK Bakterie mlééného kvaseni

PCR polymerazova fetézova reakce

SCOBY Symbioticky kultura bakterii a kvasinek






