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Tibicos — symbioticka kultura

Souhrn

Tato prace zpracovand na zakladé studia literatury zahrnuje informace
o fermentovanych ndpojich typu Tibi, kombucha, tibetsky a brazilsky kefir, mikrobialni
diverzité téchto kultur, metabolismu jednotlivych komponent a chemickém slozeni
vysledného ndpoje.

Tibicos (syn. Tibi, vodni kefir) je mikrobialni kultura pouZzivana po celém svété k vyrobé
kvaseného, sladkokyselého, perlivého, mirné alkoholického ndpoje. Kultura Tibi je vlozena do
uzaviratelné nadoby s cukernatym roztokem a suSenym ¢i Cerstvym ovocem, kde je
ponechana po dobu dvou az tti dna.

Typicka kultura Tibi (nejpresnéji popsana metodou PCR) je sloZena z kvasinek, jako
jsou Saccharomyces cerevisiae a Zygotorulaspora florentiana, které produkuji ethanol,
a bakterii mlééného kvaseni (pfevdiné Lactobacillus sp. a Leuconostoc sp.) a také bakterii
octového kvaseni Acetobacter fabarum, které oxiduji vznikajici ethanol na acetat. Mikrobiota
Zije v tésné blizkosti, ¢imz je zajisténa mezidruhova vyména metabolitl. Strukturou, ve které
kultura Zije, je polysacharidovy matrix, vtomto pfipadé dextran, prasvitné az mlécné bilé
barvy, nepravidelného tvaru o priméru 8-10 mm pfipominajici pevnou rozvarenou ryzi
¢i nahrubo rozemlety rosol.

S cilem zajistit presné vysledky chemického sloZeni napoje védci v uvedenych studiich
pouzivaji vysokoucéinnou kapalinovou chromatografii (HPLC). Sledovanymi obsazenymi
latkami jsou sacharidy, jako je fruktéza, glukdéza, mannitol, a organické kyseliny, jako je
kyselina mlé¢na a octova. Dale byl sledovan obsah ethanolu, jehoZ koncentrace nepfekrocila
3,6 g/l. Koncentrace vyslednych latek v napoji se lisi v zavislosti na mnozstvi sacharid(,
pfidaném druhu ovoce, mnoistvi zrn kultury a teploté, coz jsou hlavni faktory, pomoci nichz
je sledovana variabilita napoju.

Kultura Tibi byla porovnana s jinymi kvasnymi kulturami, které se stejné jako Tibi tési
oblibé pro své blahodarné ucinky na lidsky organismus. Porovnanim bylo zjisténo rlznorodé
mikrobidlni sloZzeni kultur a produktl metabolismu.

Jednim z pozitivnich Gc¢inkd je osidlovani traviciho traktu probiotickou mikrobiotou
z napoje, kterd se béhem fermentace namnozi a oddéli od matrix.

Tato prace zminuje dllezité poznatky o sloZzeni mikrobioty Tibicos, chemickém sloZeni
napoje a moznostech ovlivnéni kultivace.

Klicova slova: fermentovany ndapoj, vodni kefir, symbiotickd kultura, Lactobacillus,
Saccharomyces, probiotika



Tibicos — symbiotic culture

Summary

This thesis was compiled on the basis of studies and literature aiming at fermented
beverages including information about beverages such as Tibi, Kombucha, Tibetan and
Brazilian kefir. This thesis utilized information about the microbial diversity of these cultures
and the metabolisms of individual chemical components resulting from created beverages.
Tibicos (Tibi, Water kefir) is a microbial culture used throughout the world for brewing
a fermented, sweet, acidic and slightly alcoholic beverage. Tibi culture is inserted into
a sealable container along with a sugar solution and dried or fresh fruit where it is left for
two to three days.

Typical Tibi culture (most accurately analyzed by PCR) contains yeast such as
Saccharomyces cerevisiae, Zygotorulaspora florentiana, and lactic acid bacterias - mostly
Laktobacillus sp. and Leuconostoc sp. and also acetic acid bacterias like Acetobacter fabarum
that oxidize the emerging ethanol into acetate.

Microbial culture grows in close proximity, that enables an interspecific exchange of
metabolites. The structure in which this culture grows is a polysaccharide matrix, particularly
dextran, translucent, almost milk like white, irregularly shaped with an average size of 8-10
millimeters reminding boiled rice or coarsely grounded jelly.

High-performance liquid chromatography was used by scientists to secure the
beverage’s precise chemical composition results. Analyzed substances were saccharides
such as fructose, glucose, mannitol, and organic acids like lactic acid and acetic acid. Further
off, ethanol content was observed, it is concentration did not exceed 3,6 g/l. The
concentration of resulting substances in the beverage differ in relation to the number of
saccharides, added types of fruit, amount of the culture grains and temperature which are
the leading factors that enable us to observe diversity among the beverages.

Tibi culture was compared with other yeast cultures, that also affect the human body
in a healthy and beneficial way. The comparison determined the diversity of the microbial
composition of cultures and metabolism products.

One of the positive effects are probiotic colonization of the microbiotics in the
digestive tract. These microbiotics derived from the beverage proliferated during the
fermentation process and separated from the matrix.

This thesis mentions important knowledge about the composition of the microbiota
Tibicos, the chemical composition of the derived beverage and options for influencing its
cultivation.

Keywords: Fermented beverage, Water kefir, symbiotic culture, Lactobacillus,
Saccharomyces, probiotics
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1 Uvod

Existuji rzné mikrobialni kultury, které se pouzivaji k vyrobé fermentovanych napoju.
Jsou rozsifené po celém svété. K béZznym patfti napriklad kefirova kultura a kombucha. Tyto
mikrobialni kultury pochdzeji z Asie a postupné se rozsifily do dalSich zemi. Je zndmo, Ze
konzumace napojli, které tyto kultury produkuji, mize pozitivné ovliviiovat traveni a dalsi
metabolické déje v organismu (Qin 2010). Kromé zndmych mikrobialnich kultur existuje jesté
kultura Tibicos, neboli vodni kefir, ktery jsem se rozhodl ucinit predmétem mé bakalarské
prace. Ndpoj pripraveny fermentaci Tibi v roztoku sacharid(i s pfidanim dalSiho ovoce (fik(,
rozinek, kfizal a citrénu) je sladkokysely, Sumivy a mirné alkoholicky.

Vodni kefir jsem zacal péstovat jako chutny ndpoj, po jehoZ konzumaci jsem vnimal
svlj dobry fyzicky i psychicky stav. Napoj jsem si brzy oblibil a zacal nabizet ostatnim lidem
ve svém okoli. Reakce na konzumaci ndpoje Tibi byly rGdznorodé; tak jako kazdému chutna
néco jiného, ani maj vodni kefir se nestal idedlnim pitim pro vSechny. Nékdo chtél sladsi,
kyselejsi, Sumivéjsi, barevnéjsi, ovocnéjsi ¢i vice alkoholicky, az mé to vedlo k rlznym
experimentim v chuti vysledného napoje. Vétsina konzumentd se shodla, Ze by chut
méla byt sladkokyseld, mirné perliva a co mozna nejméné alkoholicka. Otazkou pro mne jsou
ucinky ndpoje nazdravi ptidlouhodobé konzumaci. Zkousim sledovat, jak na néj bude
reagovat alergik ¢i astmatik, élovék s otoky &i ulcerdzni kolitidou, Crohnovou chorobou. Cim
vice bude péstiteld ndpoje, tim I|épe bude moiné vysledovat, jak napoj pulsobi. Také
skutecnost, Ze se jedna o starou mikrobialni kulturu, napovida o jeji kvalité ovérené ¢asem.

Své poznatky jsem rozsifil o poznani cCetnych vyzkuma, které byly a jsou ddle
provadény. Ve své pracijsem shrnul mikrobialni slozeni kultury Tibia chemické slozeni
napoje. Prfizkoumani jsem nabyl presvédéeni, Zze by bylo dobré porovnat kulturu
s dalSimi kulturami pouzivanymi pro vyrobu kvasenych ndpoja. V nasledujici diplomové
praci bych rad pokradoval s vyzkumem potencialné pozitivniho vlivu konzumace vodniho
kefiru na lidsky metabolismus.



2 Cil prace

1) zjistit z védeckych literarnich zdroji informace o symbiotické kulture
mikroorganismu pod ndzvem Tibi (syn. Tibicos, vodni kefir), zpracovat pfehled o zplisobech
pouziti kultury za ucelem vyroby kvaseného napoje

2) zrelevantnich zdroja zajistit dostatecny pocet informaci k moZnostem ovlivnéni
kvality vysledného napoje s pouzitim kultury Tibi

3) seznamit se s analytickymi metodami vhodnymi pro posouzeni kvality kvaseného
napoje s vyuzitim kultury Tibi



3 Literarni reSerse
3.1 Tibicos neboli vodni kefir

Tibi je nazev pro symbiotickou mikrobidlni kulturu a ndpoj jimi produkovany. Je to
napoj na bazi vody a sachardzy fermentovany symbiotickou kulturou kvasinek a bakterii,
které zabezpecuji jeho chutovou lahodnost. Je lehce Sumivy, mirné kysely s nizkym obsahem
alkoholu. Mikroorganismy vodniho kefiru jsou ptisedlé natzv. zrnech, kterda se skladaji
z polysacharidové matrice dextranu (EPS = exopolysacharid) (Neve 2002). Tato zrna jsou
prQsvitnd az bélavd, nepravidelného tvaru a velikostio priméru 8-10 mm, pfipominajici
rosolovitou, na jemno nakrajenou hmotu (ReilR 1990).

Mikrobialni sloZeni vodniho kefiru a zrn Tibi bylo studovdano mnoha autory. Kvasinky
identifikované v zrnech byly  Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces florentinus,
Saccharomyces pretoriensis, Hanseniaspora valbyensis, Hanseniaspora vineae,
Candida lambica a Candida valida (Leroi & Pidoux 1993; Galli et al. 1995; Franzetti
et al. 1998). Bakteridlni populace zrn se sklada hlavné zrGznych hetero-fermentativnich
a homofermentativnich laktobacilll, leukonostokUll, pediokok( a nékdy z enterokoku (Leroi &
Pidoux 1993; Galli et al. 1995, Franzetti et al. 1998). Bylo prokazano,
ze kvasinky Saccharomyces florentinus stimuluji rast a produkci kyseliny mlééné bakteriemi
Lactobacillus hilgardii (Leroi & Pidoux 1993). Jako faktory stimulujici rast byly popsany CO,,
pyruvat a nékolik dalSich organickych kyselin (tj. propionat, acetat a sukcinat). RozloZeni
sacharézy na glukézu a fruktézu kvasinkami na pocatku smiSené fermentace bylo prokdzano
jako prospésné pro rlst laktobacil( a produkci kyseliny mlécné. TeplotaapH byly
identifikovany jako hlavni vnéjsi faktory ovliviujici produkci kyseliny mlééné pomoci
Lb. hilgardii ve smiSené kultufe s kvasinkami. Také zjistili, Ze vysoké mnoiZstvi bunék
Lb. hilgardii inhibovalo rast kvasinek. Proto zrnovd mikrobiota predstavuje stabilni
a vzajemné interagujici symbiotickou komunitu potfebnou pro optimalni pribéh drah
smiSené fermentace. V matrici dextranu existuje symbioticky vztah mezi kvasinkami
Saccharomyces cerevisiae a bakteriemi mlécného kvaseni (Lactobacillus brevis
a Streptococcus lactis) (Reifs 1990) a dle novéjsSich poznatkl bakteriemi octového kvaseni
(napf. Acetobacter fabarus) (Gulitz et al. 2011).

Nezavisle na kulture, ktera byla testovana moderni metodou, byly zjistény rody bakterii
mlécéného kvaseni a bakterii octového kvaseni. Analyza kvasinkovych slozek prokazala, Ze se
skladala z rodU Dekkera, Hanseniaspora, Saccharomyces, Saccharomyces,
Torulaspora a Lachancea. Tato informace pomuze pfi konecné identifikaci mikroorganismu
odpovédnych za vlastnosti téchto napoju, které mohou podporovat zdravi. Skenovanim zrn
elektronovym mikroskopem bylo zjisténo nerovnomérné rozlozeni mikroorganismu.
Kvasinky a bakterie se Castéji vyskytuji na vnéjsi kompaktni vrstvé nez ve vnitini houbovité
matrici (Neve 2002). Zrna jsou dutd pravdépodobné akumulaci oxidu uhlicitého, ktery se
vytvari béhem kvaseni.



Tradicné se Tibi inkubuji v cukernatém roztoku pfti pokojové teploté za nesterilnich
podminek. K rlstu nezadoucich mikroorganismi obvykle nedochazi. Za téchto podminek
zrna rostou a mnoZi se ve velkém mnoZstvi, coZ zplsobuje rozpad matrice a tim uvolnéni
vazaného oxidu uhli¢itého. Po 1-3 dnech mlZeme vznikly napoj konzumovat. Po
scezeni a proplachnuti vodou je kultura pfipravena pro dalsi kvaseni. Produkt je vhodny
k okamzité spotfebé, protoze pfidalsim skladovani pokracuje fermentace. Podle délky
fermentace ma ndpoj riznou chut a pisobi odlisné na traveni (Kaufmann 2007).

Na rozdil od studii zabyvajicich se slozenim a produkci kefiru a kombuchy, kterych bylo
provedeno mnoho, studii zabyvajicich se fyziologickymi a biochemickymi procesy béhem
fermentace Tibi existuje méné (Neve 2002). Mikrofldra Tibi se viditelné lisi od mikrofldry
mlécéného kefiru. VSechny tyto kultury se skladaji z podobného komplexu kvasinek a bakterii
mlécného kvaseni, bakterii octového kvaseni a bifidobakterii, které maji nizsi naroky
na prostredi nez kultury mlééného kefiru (Reifd 1990).
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3.1.1 Mikrobidlni sloZeni vodniho kefiru (Tibi)

Zrna tvofici polysacharidovou matrix byla produkovana symbiotickou kulturou bakterii
za pomoci kvasinek. Tibi bylo moZné pozorovat jako jeden organismus pouhym okem,
zatimco jeho slozeni z nékolika organismd bylo moiné zjistit az pod mikroskopem.
Zkoumanim rlznych kultur Tibi nékolika autory bylo prokdzano jejich rGznorodé
mikrobiotické sloZzeni. Rozdily se vyskytly vdruhovém iprocentudlnim slozeni kultur.
(Zatimco vSechny kultury obsahovaly kvasinky druhu Saccharomyces sp. a bakterie druhu
Lactobacillus sp. a Leuconostocs sp., jen v nékterych se vyskytovaly i jiné druhy). Bez ohledu
na to vSechny kultury vykazovaly stabilni rust.

Drivéjsi studie provadéné skenovacim elektronovym mikroskopem
(napf. Neve 2002) se staly podkladem pro dalsi zkoumani presnéjsi metodou, a to
polymerazovou fetézovou reakci (PCR). Bylo zjisténo, Ze  vnitfni  ¢3sti
zrn tvorfenych nestrukturovanou houbovitou matrici obsahuji velké mnozstvi dér, jen malo
kolonizovanych mikrobiotou.  Povrch  zrn byl pokryt tlustou a hustou vrstvou
kvasinek a bakterii (obr. 1).

Obr. 1: Snimek z elektronového mikroskopu mikrobiologické populace
na povrchu zrn vodniho kefiru (méritko = 5um) dle (Neve 2002)

Na mikrofotografiich kvasinky jasné dominovaly v pozorované mikrofléfe vodniho
kefiru. Pfevazné byly nalezeny dva rGzné tvary tél kvasinek, ¢ast bunék byla prodlouzena a
vykazovala rizna stigmata po stranach jako vysledek déleni (obr. 2 a 3).
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Obr. 2: Snimek z elektronového mikroskopu mikroflory zrn vodniho kefiru
s velkym podilem kvasinek a kokd (méfitko = 5um) dle (Neve 2002)

Obr. 3: Snimek z elektronového mikroskopu mikrofléry zrn vodniho kefiru
s velkym podilem populace kvasinek v tuhé struktufe zrn (méritko = 5um)
dle (Neve 2002)

Tyto kvasinky byly schopny tvofit filamenty. Velmi dlouhé kvasinkové bunky jsou
znazornény na mikrofotografiich 4 a 5.

12



Obr. 4: Snimek z elektronového mikroskopu mikrofléry zrn vodniho kefiru
s kvasinkami rGznych morfotypt a polysacharidy produkujicimi laktobacily
(méfitko = 5um) dle (Neve 2002)

Dlouhé bunky byly pfipoutdny jednim bunécnym pdlem k matrici (zrnm). Druhy typ
kvasinek byl reprezentovan bunkami ve tvaru citronu s jednim ci bez polarniho stigmatu.
Vétsina kvasinkovych bunék byla bud' pfilnutd k vrstvé matrix, nebo byla soucasti husté
matrice (obr. 3 a 4). Kvasinkové bunky nachazejici se na povrchu matrix ¢asto vykazovaly
Cisté povrchy bunécénych stén (obr. 1 a2). Oba tvary kvasinek jsou zndzornény pfi vyssim
zvétSeninaobr.6a 7.

Kdyz byla zrna vodniho kefiru pozorovéna v roce 1995, podafilo se izolovat kvasinky,
které byly identifikovany jako Saccharomyces florentinus a Hanseniaspora valbyensis (Engel,
nepublikované). Tyto mikrobiologické vysledky dobre koreluji s dvéma
morfologicky odliSnymi druhy kvasinek, které byly pozorovény elektronovym skenovacim
mikroskopem. Z toho vyplyva, Ze se tato kvasinkova populace liSila od kvasinkové mikrobioty
nalezené v zrnech mlécného kefiru (Neve 2002).

Obr. 5: Snimek z elektronového mikroskopu mikroflory zrn vodniho kefiru
s charakteristickymi filamenty (méfitko = 5um) dle (Neve 2002)
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Bakterialni koky, kterych je velky pocet a které se vyskytuji bud’ jednotlivé, v parech
nebo v kratkych fetézcich, byly Uzce spojeny s kvasinkami; rostou bud pfimo na povrchu
kvasinek, nebo v mikrokoloniich mezi nimi (obr. 2 a 6).

Obr. 6: Snimek z elektronového mikroskopu zobrazujici rozmanitost mikrofléry zrn vodniho
kefiru, sloZzenych z kvasinek, koki a kratkych tycinkovych bakterii ve velkém zvétseni
(méfitko = 5um) dle (Neve 2002)

Koky byly identifikovany jako Streptococcus sp. avjinych oblastech byla kokova
bakterialni mikrofléra pritomna v pomérné nizkych poctech (obr. 3). V porovnani s koky se
objevily vyrazné nizsi pocty tyCinkovitych bakterii (laktobacily). Ty¢inky mély bud’ kratkou,
nebo vyrazné delsi délku (obr. 4, 6 a 7). Jelikoz kokovd populace nevytvarela fibrilarni
polymery, tyCinkovité laktobacily odhalily dlouhd filamenta vystupujici na povrch, kterd
vytvarela mosty mezi produkénimi bunkami, kvasinkovymi burikami a amorfni dextranovou
matrici (obr. 4, 5 a 6). Obrazky 6 a 7 ilustruji, Ze tyCinkovité bakterie rostly prednostné
v oblastech mezi kvasinkovymi bufkami a nikoliv na jejich povrchu, jak bylo patrné
u kokovych bakterii (Neve 2002).

Obr. 7: Snimek z elektronového mikroskopu zobrazujici rozmanitost mikroflory
zrn vodniho kefiru, sloZzenych z kvasinek, kokdi, kratkych a dlouhych
tyc€inkovych bakterii ve velkém zvétSeni (méritko = 5um) dle (Neve 2002)
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Mikrobialni sloZzeni vodniho kefiru a zrn Tibi bylo jiz dfive studovano nékolika autory.
V zrnech byly identifikovany kvasinky Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces florentinus,
Saccharomyces pretoriensis, Hanseniaspora valbyensis, Hanseniaspora vineae,
Candida lambica a Candida valida (Leroi & Pidoux 1993; Galli et al. 1995). Kvasinky izolované
Franzettim z vodnich kefirovych ndpoja byly identifikovany jako Saccharomyces cerevisiae,
Kloeckera sp. a Hansenula yalbensis (1998). Bakteridlni populace Zijici nazrnech se
skladala hlavné z rliznych heterofermentativnich a homofermentativnich rod0 Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus a nékdy z Enterococcus (Leroi & Pidoux 1993; Galli et al. 1995;
Franzetti et al. 1998).

Vyzkum zaméreny na sloZeni mikrobioty proved| také Gulitz (2011) na tfech rlznych
vzorcich vodniho kefiru (1, Il, 11I) analytickymi zpGsoby zkoumani DNA.

Slozeni mikrobioty vSech tfech vzork(l vodniho kefiru bylo rozdilné. Hlavni fléra
vodniho kefiru lall byla slozena tfemi hlavnimi druhy, ale v odliSném zastoupeni.
Pfevladajicim rodem ve vzorku I all byl Lactobacilus hordei (Lb), ktery pfedstavoval 57,4 %
ve vzorku | a 25,2 % ve vzorku Il. Hlavnim komponentem ve vzorku Il byl

Lb. nageliis39,9 %, zatimco ve vzorku ljen 14,2 %. Lc. mesenteroides byl
pfitomen v zastoupeni 14,7 % (1) a 18,1 % (ll). Treti vzorek vodniho kefiru byl prevazné slozen
z rodu Leukonostocs (Lc), Lc. citreum 24,3 % alc. mesenteroides 24,3 % a Acetobacter
fabarum s 17,8 % vedle laktobacilt, Lb. hordei 11,2 % a Lb. nagelii 14 %. Lb. hilgardi byl
nalezen pouze ve vzorku 1(2,6 %)alb. caseinebyl nalezen ve vzorku il
Ac. orientalis a Lc. citreum byly nalezeny jen ve vzorku Il (4,7 % a 24,3 %) (Tab ¢.1).

Nové detekované bakterie byly identifikovany jako Acetobacter fabarum
a Ac. orientalis, které byly zastoupeny nejhojnéji ve vzorku lll.

Tab. €. 1: Prehled bakterialniho zastoupeni ve vzorcich v procentech (Gulitz et al. 2011,

upraveno)

Prehled bakterialniho zastoupeni ve vzorcich v procentech (Gulitz et al. 2011,
upraveno)

Druh Vodni kefir | Vodni kefir Il Vodni kefir Il
Lb. casei 7,9 7,0

Lb. hilgardii 2,6

Lb. hordei 57,4 25,2 11,2

Lb. nagelli 14,2 39,9 14

Lc. citreum 24,3

Lc. mesenteroides | 14,7 18,1 28

Ac. fabarum 3,2 9,8 17,8

Ac. orientalis 4,7
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Déle byly dvéma metodami identifikovany kvasinky: 1) porovndnim ¢aste¢né sekvence
26s rDNA, coz je metoda PCR zabezpecujici citlivéjSi a mnohondsobné presnéjsi urceni
odliSného druhu oproti metodé 16S rDNA a 2) metodou FTIR (infracervena spektroskopie
s Fourierovou transformaci) Saccharomyces cerevisiae, Lachancea fermentati,
Hanseniaospora valbyensis a Zygotorulaspora florentina. Zatimco identifikovat kvasinku
H. valbyensis bylo pfesné, zastoupeni S. cerevisiae a Z. florentina bylo obtizné stanovit,
protoZe jejich kolonie maji stejnou morfologickou stavbu. V souctu byly zastoupeny 94 % (1),
92 % (I1) a 93 % (Ill) ve vzorcich. Vzorek lll byl podroben presnéjsSimu zkoumdani, pficemz bylo
identifikovdano 16 kolonii S. cerevisiae a 25 kolonii Z. florentina ze 44 napocitanych kolonii.
L. fermentati byl zastoupen ve vzorcich 16 % a ll 8 %. H. valbyensis byl zastoupen ve vzorku
Il 7 % (Gulitz et al. 2011). Celkem 57 bakterii mlécného kvaseni nalezejici k druhlm Lb. casei,
Lb. hordei, Lb. nagelii, Lb. hilgardiialc. mesenteroides bylo schopno produkovat
exopolysacharidy (EPS) ze sachardzy (Gulitz et al. 2011).

Bylo prokazano, Ze strukturadextranu zrn Tibije tvorena nerozpustnym
polysacharidem sestdvajici se prevazné z1,6-a-D-glukanu. Tvorba extracelularnich
polymernich latek polysacharidem, ktery produkuje Lactobacillus hilgardii,
byla potvrzena elektronovou mikroskopii (Pidoux 1989). Konjugat fluoresceinu lektin-
konkavalin byl pouzit jako marker pro barveni Usekd zrn Tibi (Moinas 1980) a ukazalo se, ze
vnéjsi, husté obsypané zrnité vrstvy obsahovaly méné dextranu nez vnitfek, ktery byl silné
zabarven.
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3.2 Fermentace

Vyraz ,fermentace” neboli kvaseni je odvozen od latinského slovesa fervere,,k varu®,
coz popisuje vzhled kvaseného ndpoje pfijeho vyrobé z ovoce nebo sladového zrna. Vzhled
varu je zpusoben tvorbou bublin oxidu uhli¢itého vyvolanych anaerobnim katabolismem
sacharidl pfitomnych v extraktu. Pojem fermentace pfinadsi rdzné vyznamy pro
biochemiky a inZenyry mikrobiologie - biochemicky vyznam fermentace se tyka vyroby
energie katabolismem organickych sloucenin, zatimco jeji vyznam v primyslové
mikrobiologii je mnohem Sirsi.

Fermentace je proces pfemény energie, ptikterém se za Ucasti mikroorganismu
rozkladaji latky energeticky bohaté na latky energeticky chudsi. Pfi tom se uvolfiuje energie
ve formé ATP, kterou je mozné dale vyuzit. Toto kvaseni probihajici v anaerobnim prostredi
je jednodussi preména energie, nez je dychani, ale zaroven je energeticky méné vyhodné.

V mikrobiologickém svété vodniho kefiru se uplatiiuje predevsim alkoholové a mlééné
kvaseni. Alkoholové kvaseni je biochemicky proces, pfikterém jsou sacharidy pomoci
kvasinek a jejich enzym( rozkladany pfes meziprodukty na ethanol, CO, a energii.

Vyroba ethanolu  plsobenim  kvasinek naslad nebo ovocné  extrakty
se provadi ve velkém méfitku po mnoho let, byla prvnim ,primyslovym“ procesem
mikrobidlniho metabolismu. Primyslovi mikrobiologové tak rozsifili termin kvaseni na
popsani  jakychkoliv procesi pro produkci vyrobku kulturou mikroorganism
(Stanbury 2017b).

MIécna fermentace je anaerobni proces, pfi némz bakterie rozkladaji sacharidy za
vzniku kyseliny mlécné a energie. Podle pfitomného kmene mikroorganismu vznikaji ijiné
produkty. RozliSujeme homofermentativni a heterofermentativni kmeny. Rozdéleni je
patrné v tabulce ¢. 1 (viz str. 21). VyuZivani mlééného kvaseni je v potravinarstvi
a zemédélstvi ¢asto zminovany proces (Magalhdes 2011).

3.2.1 Prfinosy fermentace

Fermentace je prirodni zplsob uchovani potravin, predevsim je to vSak energeticky
nenarocny proces pfipravy chutného pokrmu s pozitivnim vlivem na stfevni trakt. Takto
zpracované potraviny jsou oznacovany jako probiotika. Pfifermentovani se zméni
sloZzeniatim i chut produktuvdisledku vytvareni organickych kyselin. Ty jsou télu
prospésné. Bylo provedeno mnoho vyzkumU zabyvajicich se pozitivhim prinosem procesu
fermentace na lidské zdravi. Mezi nejzndméjsi a nejpouzivanéjsi probiotika patfi bakterie
mlécného kvaseni (BMK) produkujici laktat jako vysledny produkt (Jayabalan et al. 2011).
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3.2.2 Historie vyuzivani fermentacnich procest

Proces fermentace je znam lidstvu od praddvna. Samotné slovo fermentace bylo
zaznamendno ve 14. stoleti. Po celém svété byly objeveny nadoby béZné pouZivané na
vino a jiné alkoholické ndpoje; ndlezy se datuji az do roku 1500 pf. n. I. Historici se shoduji
na tom, Ze Uplné prvni surovinou pro fermentaci, se kterou ¢lovék prisel do styku, byl med -
konkrétné pri vyrobé medoviny nebo medového vina. Ve 14. stoleti byla fermentace prvné
popsana a vyuzivana hlavné v alchymii. V 16. stoleti se toto slovo zacalo pouZivat ve spojeni
s produkci vina a piva. Ddle se procesfermentace zacal uplatfiovat pfi konzervaci
potravin. V 19. stoleti Louis Pasteur popsal proces kazeni mléka, objevil zplisob konzervace -
pasterizaci a podrobnéji popsal fermentaci. Byl také prvni, kdo védecky popsal proces
fermentace, coz byl pro védu veliky krok kuptfedu (Stanbury 2017a).

llllll

Pivod zrn vodniho kefiru zlistdva neobjasnény. Existuji popisy podobnych zrn
nazyvanych ,ginger beer plant” na vyrobu zazvorového piva, které prinesli anglicti vojaci
z krymské valky roku 1855 (Reils 1990). Dalsi ndzvy poukazujici na misto péstovani a dlvod
pouziti uvadi Kebler (1921): California bees, African bees, Ale nuts, Australian bees, “Balm of
Gilead,” Beer bees, Beer seeds, Beer plant, Bees, Ginger Beer Plant, Ginger bees, Japanese
Beer Seeds a Vinegar bees. Kromé toho se zminuje o vyuzivani ndpojové v tehdejsi mediciné.
Napriklad jako stimulant, laxativum, proti stfevnimu nadymani, poruch filtrace ledvin
a zmirnéni revmatismu kloubu.

Tibi zrna pochazejici z Mexika se vyskytuji v podobé tvrdych granuli v listech kaktusu
rodu Opuntia. Tato zrnabyla astale jsou pouzivana domorodcipro pfipravu napoja.
Na konci minulého stoleti byla Tibi zrna zndma v Paftizi pod nazvem ,zrna vivanta“ a asi od
roku 1930 jsou dobie zndma ve Svycarsku pod nazvem ,fer-ment de raisins“. Podle
Stadelmanna jsou Tibi zrna pouZivdna ve Svycarském mésté Beromiinster pro pfipravu
osvézujicich ndpojli (1961). Predpokldadd se, Ze zrna Tibi jsou shodnd s jinymi
kombinacemi kvasinek a bakterii pouzivanych v rlznych ¢&astech svétapro pfipravu
fermentovanych napojl, napr: ginger beer plant, California bees a dalsi (Gulitz et al. 2011).
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3.3 Biochemie a fyziologie kultury Tibi
3.3.1 Metabolismus

Zakladem pro fungovani Zivota je spravna organizace molekul za vzniku polyfazového
systému. Mezi slou¢eninami dominuji biopolymery. Pres veskeré snahy konstrukce souboru
spravnych molekul, ktery by byl totoZny s organismem, nebude organismus jevit zndmky
zZivota. Dalsi podminkou je schopnost prijimat energii a stavebni substrat. Za timto ucelem
priroda vytvorila systém chemickych déja, sit reakci, kterd umozZnuje prijimat energii
a stavebni substrat z okoli pro svou existenci. VSechny déje se oznacuji jako latkova
preména neboli metabolismus. Zahrnuje $kdlu premén vSech latek, které do organismu
vstoupily a neustale probihajici preménu latek, které se v organismu vytvorily. Metabolismus
ma tedy dvé nerozluditelné slozky ,jinjang” - latkovou a energetickou. Zajistuje pfeménu
energie a vyrobu stavebniho materidlu organismu.

Existuje jen nékolik studii zabyvajicich se biochemickymi procesy v pribéhu
fermentacni aktivity Tibi. V nich je zkoumdna symbidza, metabolismus glukézy, tvorba
ethanolu a plsobeni riznych druh( ovoce jako prisad substratu (Stadie et al. 2013). ReiRova
studie (1990) poskytuje dalsi informace tykajici se metabolismu zrn Tibi za pouziti modernich
enzymatickych testovacich systém(. Ve vodnim kefiru byly nalezeny bakterie mlééného
kvaseni, bakterie octového kvaseni, bifidobakterie a kvasinky. Jejich metabolismus cukru je
rozdilny a jeho popsani je klicové k pochopeni interakci mezi jednotlivymi druhy, proto jsou
zde uvadény.

3.3.2 Metabolismus cukrt vodniho kefiru BMK

Bakterie mlécného kvaseni (BMK) jsou grampozitivni bakterie, které vyuzivaji sacharidy
jakoZzto zdroj energie pfritvorbé kyseliny mlécné. Sem patfi druhy jako Lactobaccilus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus
a Vagococcus (Jay 1992). Ve  vodnim kefiru najdeme  zastupce z rodu
Lactobacillus a Leuconostoc (Gulitz et al. 2013). Metabolismus cukrl je rozdélen do dvou
skupin bakterii, homofermentativni a heterofermentativni BMK. Homofermentativni BMK
rozkladaji glukézu podle Emden-Meyerhofovy metabolické cesty s vyslednym produktem
laktatem. Je zde minimalné 85% vytézek laktatu z celkového mnozstvi pfi preméné glukdzy.
Béhem heterofermentacniho procesu se vytvari rizné hmotnostni mnozstvi laktatu, acetatu,
ethanolu, oxidu uhli¢itého a aromatickych sloucenin, tedy nositeld chuti a viiné (diacetyl,
ethery). To je popsano pentoso-fosfatovou cestou. Béhem reakce vznikne z jednoho molu
glukdzy 1 mol ATP, pficemz homofermentativni proces vykazuje 2 moly ATP.
V pfitomnosti elektronovych akceptorl jako fruktéza, citrat, malat, fumarat, kyslik nebo
nenasycené mastné kyseliny (Stolz et al. 1995) a pfidanych enzymu acetat kindzy pak mohou
byt tvoreny acetat a ATP namisto ethanolu (viz Schéma ¢. 1, str. 22). Pfi téchto podminkach
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heterofermentativni proces konci s vysledkem 2 mol( ATP. Fakultativné heterofermentacni
Lactobacillus kvasi hexdzy na laktat jako homofermentativni bakterie, ale zaroven jsou
schopné produkce ethanolu a laktatu, aniz by produkovaly plyny z pentéz. Tento typ nebyl
zatim ve vodnim kefiru pozorovan. Tab. ¢. 1 zobrazuje homo- a heterofermentacni druhy
BMK obsazené ve vodnim kefiru. Transport sacharézy do bunék je povétSinou provadén
fosfotransferdazovym systémem (PTS) se soucasné probihajici fosforylaci sachardzy
na sachardza-6-fosfat, donorem fosfatové skupiny je fosfoenolpyruvat (PEP) (Kaditzky 2008).

Tab. ¢. 1: Homo- a heterofermentativni druhy ve vodnim kefiru
(Gulitz et al. 2013, upraveno)

Homofermentativni BMK ve vodnim kefiru Heterofermentativni BMK ve vodnim kefiru
Lb. hordei Lc. mesenteroides

Lb. nagelii Lc. citreum

Lb. casei Lb. hilgardii

Lb. satsumensis
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Schéma €. 1: Fermentace mlécéné kyseliny homofermentativnimi bakteriemi mlééného kvaseni
(Doenecke et al. 2005; Goyal 1999, upraveno)
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Schéma €. 2: Fermentace kyseliny mlécné

heterofermentativnimi bakteriemi mlééného kvaseni (Goyal 1999, upraveno)
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3.3.3 Metabolismus cukrt vodniho kefiru BOK

Bakterie  octového kvaseni

(az do 2,6 pH) a obligatné

(BOK)
aerobni.

jsou  gramnegativni, pH

Zahrnuji

rezistentni
rody Acetobacter a Gluconobacter.

Gluconobacter generuje energii netplnou oxidaci sacharid( ¢i alkoholl s vyslednou kyselinou
(kyselina glukonova z glukdzy a kyselina octova z ethanolu) (Kramer 2010; Jakob et al. 2012).
Acetobacter sp. je nasledné schopen dale oxidovat kyselinu octovou na CO,,H,0. BOK se
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pfirozené vyskytuji v rostlindch bohatych na sacharidy ¢i ethanol. Dnes jsou tyto bakterie
stéZzejni pri vyrobé kyseliny octové (Kramer 2010) a to je ddvod, proc jsou nezadouci pfi
vyrobé vina. Nékolik BOK kmenl mizZe byt identifikovano jako producent fruktanu
(polymeru slozenému ze samych fruktdz) (Jakob et al. 2012, 2013). Béhem kvaseni ve
vodnim kefiru hraji BOK malou roli, protoZe jsou zastoupeny v malém poctu. Déje se tak
pravdépodobné proto, Ze prostredi (uzaviena péstebni nadoba) je limitovdno mnoZstvim,
respektive nedostatkem kysliku, ktery se ke kulture dostane jen pfi otevieni nddoby a novém
zaloZeni kultury k fermentaci (Gulitz et al. 2013).

3.3.4 Bifidobakterie

Bifidobakterie jsou grampozitivni bakterie, které energii ziskavaji stépenim sacharid(.
Kyselina mlé¢na je jednim z jejich hlavnich produktl, proto byly dlouze klasifikovany jako
BMK. Nasledné diky jejich fylogenetické a metabolické odliSnosti byly taxonomicky
prezafazeny roku 1974 (Ballongue 1993). Monosacharidy jsou metabolizovany takzvanym
bifido prenosem, ktery je rozdilny ve srovnani s homo — a heterolytickym stépenim BOK
(Schéma €. 3). Namisto aldolazy a glukéza-6-fosfatdehydrogenazy bifidobakterie produkuji
fruktéza-6-fosfatfosfoketolazu, coz je klicovy enzym v jejich Stépném tetézci a marker pro
Bifidobacteriaceae (Kaditzsky 2008). Na zakladé schopnosti pouzivat rGzné typy
oligosacharid(l jsou bifidobakterie ptizpisobeny specifickému prostredi - pravé proto jsou
schopny prezivat extrémni podminky stanovisté. Bifidobakterie jsou soucdasti bakteridlni
kolonizace lidského a zvifeciho traviciho traktu. Zvlasté velké mnozstvi mlZe byt
nalezeno v exkrementech kojencd, ktefi nedokazi stravit oligosacharidy materského mléka.
Vedle jejich schopnosti stépit oligosacharidy tvofi kyselinu mléénou, ktera diky svému
nizkému pH inhibuje patogeny v prostfedi vyrobou bakteriocin(, a navic blokuji pfichyceni
toxinl na sténu stfev. Diky tomu jsou bifidobakterie zminovany jako zdravi prospésné a casto
vyuzivané jako probiotika (de Vries & Stouthamer 1968).

Vétsina druhl bifidobakterii by mohla byt izolovana z lidského a zvifeciho streva.
Nejvice rostou pfiteploté 37 "C v anaerobnim prostfedi, coz odpovida stfevu. S pouzitim
kulturové nezdavislé metody je mozné detekovat Bifidobacterium sp. v kefiru a vodnim kefiru
(Gulitz et al. 2013). Bifidobacterium psychraelophylum je druh, ktery bylo mozné kultivovat
zvodniho kefiru, je neobvyklym druhem mezibifidobakteriemi. Je to kvdlijeho
schopnosti rdstu pfri nizkych teplotach v aerobnim prostredi. Stale vsak vykazuje optimalni
rast pfi zminénych vhodnych podminkach (Simpson et al. 2004).
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Schéma €. 3: Metabolismus glukézy bifidobakterii tzv. bifidus shunt
(Stadie et al. 2013, upraveno)
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3.3.5 Kvasinky

Kvasinky ziskavaji vétsinu energie katabolytickym rozkladem glukdzy (glykolyza). Jsou
schopné vyuzit glukdzu anaerobné ¢i aerobné, pfi anaerobnim alkoholovém kvaseni za
vzniku ethanolu. Ve vodnim kefiru je pfitomna fakultativné anaerobni kvasinka
Saccharomyces cerevisiae. Roztok, ve kterém je vodni kefir péstovdn, obsahuje
glukdzu a fruktodzu, ale nejhojnéji zastoupenym cukrem je sachardza. Disacharid sachardza je
kvasinkami mimobunécéné hydrolyzovany za vzniku fruktdzy a glukdzy (Dickinson & Krucberg
2006).

Kvasinky jsou zodpovédné za produkci ethanolu v napoji. Proces kvaseni se déje tedy
v soucasné pritomnosti sacharidi. Kvasny proces probihd ve dvou krocich, v prvnim se
pyruvat dekarboxyluje na acetaldehyd a CO,. Tato reakce je umoZnénaenzymem
pyruvatdekarboxilazou. Ve druhém kroku je acetaldehyd redukovan na ethanol enzymem
alkoholdehydrogendzou. Ve druhém kroku je NADH pfeménén zpét na NAD', atim
se v bunice obnovi oxidovana forma.

Chemicky vzorec:

1) CH3C(O)COOH - CH3CHO + CO,

2) CH3CHO + NADH + H" = CH3CH,0H + NAD"

Saccharomyces sp. jsou osmotolerantni kvasinky, a proto jsou schopné rlst na
substratu s velkou koncentraci cukru. Roztok s vodnim kefirem ma velky obsah cukru 80-90
g/l a nizkou koncentraci aminokyselin, coZ je naro¢né prostfedi pro mikroorganismy. Pravé
Zygotorulaspora florentina, dominujici kmen kvasinek ve studovaném vodnim kefiru, je znam
svou osmotickou toleranci. A hlavné o tomto druhu je znamo, Ze zpUsobuje kazZeni potravin,
coz je ovsem pri fermentaci ve vodnim kefiru svym zplsobem Zadouci (Dickinson & Krucberg
2006).

3.3.6 Exopolysacharidy

Polysacharidy jsou vysokomolekularni slouceniny skladajici se z glykosidicky vazanych
monosacharidu. V prirodé jsou tyto latky Siroce rozsifené (napf. celuldza nebo chitin) jako
rezervni materialy, jako Skrob ¢&iglykogen ajako vodu vazajici agar ¢ipektin. Funkéni
vlastnosti se odvijeji z rozdilnych vazeb (napojeni) na velikosti a typ monomer( (Belitz et al.
2001). Prvni popis mikrobialnich polysacharidi byl pofizen roku 1839, kdy Kircher pozoroval
mikroorganismy rostouci na cukerném substratu (Jay 1992). Mikrobialni polysacharidy, které
jsou wvyluCovany vné bunky, se nazyvaji exopolysacharidy (EPS). EPS byly povaZovany
za skladisté vyzivnych latek, ale ukazalo se, Ze vétSina bakterii neni schopna metabolizovat
jejich vlastni EPS (Cerning 1990). Pravdépodobné slouZi jeko prevence pred vyschnutim, proti
pusobeni toxind, antibiotik ¢i makrofagdm a osmotickymi zménami. Dalsi funkce
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spociva v tom, Ze mikroorganismy pfilnou k pevnym substratim s EPS a vytvofi biofilmovou
formaci (de Vuyst & Degeest 1999). Napt. zubni plak je komplexni biofilm rdaznych
EPS tvoreny bakteriemi, fruktany a glukany (Russel 2009). EPS, které jsou srostlé s bunéénym
povrchem, jsou kapsovité, zatimco volné EPS je spiSe slizovité. V urcitych pripadech mohou
mikroorganismy produkovat oba typy (Cerning 1990).

Dale zname heteropolysacharidy tvorené riznymi cukernatymi slozkami s opakujici se
jednotkou. Tyto jednotky jsou syntetizovany uvniti bunék a polymerdzovdny vné. To je
energeticky zavisly proces. Prikladem je kefiran skladajici se napul z glukdzy a galaktdzy (de
Vuyst & Deegest 1999).

Energie potfebnad pro reakci cukernatych monomer( se odpouta z glykosidickych vazeb
sachardzy. Transferazni reakce glykosyltransferdzy vede k tvorbé EPS, jelikoz jsou cukernaté
monomery transportovany k rostoucimu polysacharidnimu retézci (Kaditzky 2008). Za
syntézu EPSjsou dle Gulitzova et al. (2011) pozorovani zodpovédné Lb. hilgardii,
Lc. mesenteroides, Lc. citreum, Lb. hordei, Lb. nagelii, Lb. casei. Podle pozorovani Stadie byl
hodnocen obsah vyprodukované EPS na agarovém podkladé a v ndpoji. Dominantni druhy
vytvarejici EPS v ndpoji jsou Lb. hilgardii, Lb. nagelii, Lc. citreum. Kultura je schopna Zivota jen
na polysacharidové matrix, kterou si sama vytvari. Funkce EPS v kultufe vodniho kefiru je
udrZeni mikrobioty pohromadé a tim umoznéni probihani celého komplexu metabolickych
déju (Stadie et al. 2013).
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3.3.7 Symbiodza

Symbidza je vztah dvou rlznych organism(.V zdkladu definujeme mutualismus,
komensalismus a parazitismus. Organismy Ziji mutualicky, kdyZz oba maji ze souZiti prospéch,
ale zaroven jsou schopny Zit samy. Komensalismus je oznaeni vztahu, kdy jeden ma zjevny
benefit a druhy nevykazuje vyraznou zménu. Béhem parazitického vztahu jeden vykazuje
benefity (parazit) a druhy je poskozovan (hostitel). Navic propojené vztahy dvou a vice
populaci jsou zaloZeny na ndrocnych potfebach a mohou se preménit z mutualismu
na komensalismus i Uplné zrusit v pfipadé nedostatku potravy v prostiedi. Interakce
mezi rdznymi organismy budou rlzné, napriklad zménou svého prostredi, Upravou pH,
vyménou metabolitd Citvorbou latek zcela novych, které anijeden nedokaze vyrobit
samostatné, ddle vylu¢ovani bilkovin a prenosem genl (Frey - Klett et al. 2011). Z toho plyne,
Ze spolupracovat se vseobecné vyplati.

NiZe jsou popsany vzdjemné interakce mezijednotlivymidruhy, které byly
identifikovany. Jde o vztahy symbiotické i mutualistické. O kultufe se da tvrdit, Ze je
vyvazena, jelikoZz vypada zdraveé a populace roste. V prvni studii od Leroie a Pidouxe (1993)
jsou definovany vztahy meazilLb. hilgardii a Zygotorulaspora florentiana, v kultufe byl
Lb. hilgardii podporovan v tvorbé kyseliny mlécné, ale rlst Zygotorulaspory byl znacné
zpomalen, takze byl jejich vztah definovan jako parazitickd interakce. Ukdazalo se, Ze CO,,
pyruvat, propionat, acetdat a sukcinat, totiz metabolity kvasinek, jsou zodpovédné za pozitivni
vliv kultury Lb. hilgardi. Také autofi odkazuji nafakt, Ze kombinace Lb. hilgardi
a Candida lambica neprokazuje stimulaci, ba naopak, vznikajici alginat vapenaty blokuje
produkci kyseliny mlécné inhibici bakterii (Leroi & Pidoux 1993).

Bylo prokdzano, Ze kvasinky Saccharomyces florentinus stimuluji rlst a produkci
kyseliny mlécné bakteriemi Lactobacillus hilgardii (Leroi & Pidoux 1993). Jako faktory
stimulujici rast byly popsany CO,, pyruvat a nékolik dalSich organickych kyselin (tj. propionat,
acetat a sukcinat). RozloZzeni sachardzy na glukdzu a fruktézu kvasinkami na pocatku smisené
fermentace bylo prokdzano jako prospésné pro rust laktobacilt a produkci kyseliny mlécné.
Teplota a pH byly identifikovany jako hlavni vnéjsi faktory ovliviujici produkci kyseliny
mlééné pomoci Lb. hilgardii ve smichané kulture s kvasinkami. Naproti tomu vysoké
mnozstvi bunék Lb. hiligardii inhiboval rlst ty¢inkovych bakterii, ktery dobre koreloval se
zjisténim, Ze tycinkovité bakterie byly detekovany v nizSich poctech (Leroi & Pidoux 1993).
Proto zrnova mikrofléra pfedstavuje stabilni a vyvazenou symbiotickou komunitu potfebnou
pro optimalni prlibéh drah smisené fermentace

Pro  zjisténi miry  symbidzy  byla zrna rozmixovana a ponechana fermentaci
po dobu tfi mésich. Tibi zrna nebyla schopna opétovné narust. Bylo zjisténo, Ze mikrobiota
musi byt v blizkosti, aby stavéla zrna. Dale byly testovany vlivy narlst jednodruhovou
a vicedruhovou kultivaci.
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Kazdd testovand a spolecnd kultivace kvasinek a laktobacilll prokdzala zlepseni
rastu v porovnani s jednodruhovou kultivaci individudlnich organism(. Oba laktobacily
ukazaly srovnatelné pozitivni U¢inky na rlst obou druhi kvasinek, zatimco spole¢na kultivace
Lb. hordei a Z. florentina ukazala znatelnéjsi  zlepSeni neZz kultivace seS. cerevisiae.
Stacionarni faze Lb. nagelii byla podobna jak u spolecné, tak u jednodruhové kultivace, ale
rychlost rlistu v exponencialni fazi byla vyssi v kultivaci spolecné. Spole¢na kultivace jinych
druhl LactobacilCl a Leuconostocli prokazala srovnatelné vysledky. Spolec¢nd kultivace
kvasinek a Bifidobacterium psychraerophilum prospéla v ristu kvasinkdm, pfiéemz rast
B. psychraerophilum  nebyl ovlivnén. Spole¢nd kultivace kvasinek S. cerevisiae
a Z florentina spole¢né s B. psychraerophilum vykazuji niz§i metabolickou aktivitu
oproti jednodruhové kultivaci. Vliv na kvasinky byl naopak pozitivni ve smyslu zvySeni
rdstu a metabolické aktivity. Ukdazalo se, Ze je to kvuli soupefeni o stejné Zivné Ilatky.
Limitujici Zivinou byly bilkoviny. Spolecna kultivace laktobacill a B. psychraerophilum
neprokazala odliSnosti oproti jednodruhové kultivaci (Stadie et al. 2013). Vztahy jsou shrnuty
a vyjadreny ve schématu €. 5 dle Stadie et al. (2013, upraveno).

Schéma €. 5: Shrnuti vysledkl experimentu interakci mezi mikrobiotou vodniho kefiru dle
Stadie et al. (2013, upraveno)
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3.4 Chemickeé sloZzeni koncového produktu

Byly zkoumdany dvé kultury pochdzejici z rGznych zdrojd. Obé byly kultivovany ve
stejnych podminkach. Ty tvofil roztok vodniho kefiru (RVK) 10 ml fikového extraktu, 80 g
sacharidl na litr Cisté vody. Fikovy extrakt je tvoren ze 48 g fikl, které byly louhovany 20
minut ve vodeé a ndsledné byly velké kusy vybrany a mensi rozmixovany. Vzorky byly znaceny
pismeny A a B. Kultura vazici 80 g ve vlhké formé byla vloZzena do 2 | Iahve na 72 hodin
pfiteploté 21 °C. Ddle byly pozorovany variantyv12 °C a37 °C. Vuréitych casovych
intervalech byly odebirany vzorky na analyzu. PH bylo méfeno elektrodou a metabolity
metodou HPLC a IEC.

3.4.1 Hodnota pH

Béhem kvaseni se hodnota pH sniZi z 6.5 na 3.5 za 48 hodin. Ndpoj je normalné
konzumovan po 2 az 3 dnech, kdy pH klesa velmi pomalu, tedy zcela zanedbatelné.

Graf €. 1: Zména pH v pribéhu fermentace
Ctverecky znadi vzorek A a kole¢ka vzorek B. (Stadie et al. 2013)

7.0

3,0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
time [h]

29



3.4.2 Koncentrace metaboliti béhem fermentace

Roztoky dvou riznych kefir( byly podrobeny zkoumani v navaznosti na zjisténi stupné
metabolismu cukr(, ethanolu a organickych kyselin. Béhem 48 hodin fermentace je
sachardza rozloZzena na fruktézu, glukdzu a mannitol. Koncentrace glukdzy se snizi po 36
hodinach a koncentrace  fruktézy po 60 hodindch. Metabolismus cukrl a jejich
preména stejné jako vyroba sukcinatu a ethanolu probihalav obou vzorcich podobné.
Rozdily byly pozorovany v ¢ase, kdy po 96 hodindch zacala stoupat koncentrace kyseliny
mlécné ve vzorku Ana3.7 g/l, zatimco vzorek B stagnoval na2 g/l po 72 hodinach
fermentace. Zajimavy je vysledek mannitolu, jehoZ koncentrace ve vzorku A stoupla na 8 g/I,
ale produkce mannitoluvsupernatantu B stagnovalapo 72 hodinach nal g/l
(Znazornéno v grafu ¢. 2 a €. 3).

Graf ¢. 2: Koncentrace cukra a ethanolu v priibéhu fermentace vodniho kefiru Supernatanty
vodnich kefir(l A a B byly analyzovany a koncentrace zakresleny: sachardzy (diamanty),
glukdzy (trojuhelniky), fruktdzy (Ctverce) a ethanolu (krize). (Stadie et al. 2013)
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Graf ¢. 3: Metabolicka produkce v prabéhu fermentace vodniho kefiru

10,0 A
2,0
=
=
£
o 5,0
®
=]
P =
a
o
g 40
o
2,0
— —
0,0
0] 20 40 (518} 20 100 120 140 150 120
time [h]
10,0 B
20
=
.
c
0
®
b=
p=
o
o
| =
=]
o

40 &0 20 100 120 140 160 180
time [h]

Supernatanty vodnich kefir( A a B byly analyzovany a zakresleny koncentrace laktatu
(trojuhelniky), acetatu (kfize), sukcindtu-aniont jantarové kyseliny (kruhy) a mannitol
(diamanty) (Stadie et al. 2013).
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3.4.3 Zména parametrl fermentace vodniho kefiru

Vliv fermentacnich parametrl byl

pozorovan v zavislosti na metabolismu cukr(

a produkci koncovych produktl jako ethanol a organické kyseliny. Roztok vodniho kefiru se
standardnimi podminkami (21 °C, fikovy extrakt) byl porovnan sroztoky vodniho kefiru
rozdilnych podminek (12 °C, 37 °C, rozinky a meruniky).

Graf ¢. 4: Srovnani koncentrace cukrl a ethanolu v rozdilnych podminkach

(Stadie et al. 2013)
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Roztok vodniho kefiru byl analyzovén za standartnich podminek (21 °C, fikovy extrakt:
diamanty), za odliSnych teplot 12 °C (¢tverecky) a 37 °C (trojuhelniky) a odlisSnych ovocnych
extraktl, rozinky (21 °C, kfizky) a merunky (21 °C, kolecka). Grafy zobrazuji jejich zménu
koncentrace sachardzy (A), glukdzy (B), fruktdzy (C) a ethanolu (D) béhem fermentace.

Obsah sachardzy poklesl ve vSech podminkach az na supernatant s extraktem rozinek.

Nejvyssi spotfeba sacharézy byla detekovana pfi37 °C (okolo 70 g/l

béhem 72 h),

pfi ostatnich teplotach okolo 40 g/l béhem 72 h (A). Obsah glukdzy rostl od zacatku
fermentace v podminkach 37 °C, v ostatnich podminkach se béhem 72 h nezménil (B).
Podobné pozorovani probéhlo naobsah ethanolu afruktézy. Tyto slozky také mirné
narlstaly pfi 12 °C avroztoku s merurikovym extraktem. Koncentrace znacné narostly ve

standartnich podminkach (C, D).
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Graf €. 5: Srovnani obsahu organickych kyselin a mannitolu v rozdilnych podminkach
(Stadie et al. 2013)

14 14
12 12
1, 1,
=08 o8
) o
= B
% g T,
& " g"
4 0,4
Z 2
1 2 4 5 7 8 10 2 4 5 7 K
time [h] time [h]
5 5
4 0,4
ch a3’
g 3
§ H
50,2 g0z
1 0,1
I e T e T Y 0,0 .
10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 20 40 50 [Els) 70 20
time [h] time [h]

Roztok vodniho kefiru byl analyzovén za standartnich podminek (21 °C, fikovy extrakt:
diamanty), za odliSnych teplot 12 °C (¢tverecky) a 37 °C (trojuhelniky) a odliSnych ovocnych
extraktd, rozinky (21 °C, kfizky) a meruniky (21 °C: kolecka) zobrazujici jejich zménu
koncentrace laktatu (E), acetatu (F), sukcinatu (G) a mannitolu (H) béhem fermentace.

Mnozstvi laktatu obzvlasté vzrostlo béhem fermentace pfi 37 C. Srovnatelny narust
laktatu a acetdtu mlze byt determinovan ve standartnich podminkach. Produkce laktatu
pfi 12 °C zacala po 10 h, ale produkce acetdtu nezacala béhem 36h fermentace.

V roztoku s merunikovym extraktem pfi 21 °C zacala produkce acetatu po 12 h a laktatu
po 24 h (E, F). Obsah sukcinatu je vyssiv pripadé standartniho roztoku a podminek 37 °C
v obou pfipadech 0,3 g/I. Prvni v produkci mannitolu je roztok kultivovany pfi 12 °C po 30 h,
ve standartnich podminkach produkce zacala po 36 h a pfi 37 °C aZ po 48 h (G, H). V pfipadé
pouzitych rozinek pfi 21 °C nebyly pozorovany Zzadné zmény pozorovanych latek.
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3.5 Podobné kultury pro vyrobu fermentovanych napoju

Pfi studiu literatury o vodnim kefiru upoutaly mou pozornost idalsi kultury
mikroorganismu vykazujici podobné sloZeni; protoZe literdrnich zdroji bylo hodné, rozhodl
jsem se vénovat se jim pro srovnani a vymezeni kultury Tibi také. VSechny maji spolecny
proces, kterym je kvaseni. Vysledné produkty, které fermentaci vznikaji, se uvolni do
vysledného napoje. Kultury byly popsany z mikrobiologického hlediska, vysledky jsem shrnul
v tabulce €. 4 (uvedena je na konci této kapitoly).

3.5.1 Brazilsky kefir

Napoj produkovany obdobnou kulturou v Braziliia Mexiku byl poprvé zkouman
v Brazilské univerzité v Lavrasu roku 2010 za pouziti metody PCR-DGGE zkoumajici
mikrobiologické a chemické sloZzeni pomoci sekvencovani 16S rDNA. Kefir mulZe byt
kultivovan v cukernatém roztoku vody nebo v mléce. P¥i studii bylo analyzovano 21 vzorkd,
dohromady 250 g od kazdého vzorku pti teploté 25 °C, kazdych 6 hodin byl hodnocen vzorek,
pficemz byly 4 vzorové procesy ve stejnych podminkach. Vzorky pochazely z brazilského
mésta Lavras a byl hodnocen obsah ethanolu, organickych kyselin (kyselina mlécna
a octovd) a sacharidl (sachardza, glukdza a fruktéza). Pri analyzdch se zjistilo, Ze obsah
kyseliny mlééné se snizil v pribéhu 24 h fermentace. Koncentrace ethanolu se zvysila béhem
iniciaCni neboli lag faze, kdy dosahla svého maximaza 12 hodin. Druhy Saccharomyces,
Candida, Kluveromyces a Torulaspora se zdaji byt nejvice zodpovédné za produkci
ethanolu v kefiru. OvSem néktefi zastupci heterofermentacniho kvaseni, jako Lactobacillus
a homofermentacni Lactococcus, mohou téz vyprodukovat malé mnoistvi ethanolu.
Produkce kyseliny mlécné se zvysila a dosahla hodnoty 1,4 mg/ml. To odpovida skutecnosti,
Ze soucasny proces zcukernaténi a alkoholové kvaseni je ndasledovan tvorbou kyseliny
octové. Cast alkoholu je heterolyticky fermentovana rodem Acetobacter po 12 hodinach
fermentace. Tyto bakterie produkuji enzymy, které prevadéji ethanol na acetaldehyd
(Pidoux 1989, 1990; Beshkova et al. 2003). Nizkda hodnota pH na konci fermentace je
pfipisovana plUsobeni rodu Lactobacillus jakozto hlavnimu dCiniteli po 24 hodinové
fermentaci. ZvySena koncentrace jednoduchych sacharidld glukdzy a fruktézy koreluje
s Ubytkem koncentrace sachardzy na konci procesu. Zato jsou zodpovédné kvasinky.
Hmotnost proteind se zvysila po 24 hodinach fermentace, coZ odpovida narlstu biomasy
mikroorganismu a coZ souvisi s jejich vyZzivovou hodnotou. V nésledujicim grafu je prehled
pozorovani a jejich procentualni podil hmotnosti na zacatku a béhem 24 hodin fermentace
(Simova 2002, 2006) - graf ¢. 6A, 6B dle Miguela et al. (2011).
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Graf €. 6A: Chemické parametry fermentacniho procesu
Kyselina mlé¢na (modra), kyselina octova (Seda) a ethanol (oranzovy) (Miguel et al. 2011)
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Graf ¢. 6B: fruktdza (kosocCtverec), glukdza (Cerny Ctverec) a sachardza (trojuhelnik)
(Miguel et al. 2011)
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Vlhkost, susina a popelovina nevykazovaly po 24 hodindch fermentace Zadné
hmotnostni rozdily v ndpoji. Nicméné zvySeni vlhkostia suSiny byly pozorovany
u kefirovych zrn. Zrno je tvofeno dextranem, coz je polymer glukdézy, ktery zadrzuje vodu a je
hostitelem pro mikroorganismy. Nardst biomasy vysvétluje zvySeni hmotnosti susiny
kefirovych zrn (Giraffa 2004).

Tab. €. 2: Fyzikalné-chemické charakteristiky zrn a cukernatosti brazilskych kefirovych
napoja (Miguel et al. 2011)

Charakteristiky napoje Cas fermentace (v hodinéch)

0 24
Celkova titracni kyselina (g/100 ml) 0.02 £0.01 0.07 £0.01
pH 5.6+0.1 41+0.1
Celkové rozpusténé pevné latky 5.2+0.2 4.1+0.1
Protein (%) 0.2+0.1 04+0.1
Vitamin C (%) - -
Tuky (%) 2.4%0.2 2.5+0.2
Obsah vody (%) 95.3+0.1 95.3+0.1
Susina (%) a popelovina (%) 47+0.1 4.7 +0.1
Polysacharidova matrix 0.2+01 02+0.1
Vihkost (%) 80.5+0.1 91.5+0.5
Susina (%) 13.1+0.2 22.1+0.3

Vysledky zkoumani znadi, Ze bakterie jako Lactobacillus paracesei, Lactobacillus kefiri,
Lactobacillus parabuchneri, Saccharomyces cerevisiae a Kleyveromyces lactis byly
mikroorganismy prevladajicimi v ndpoji. Podle minéni autorajsou prvni, kdo takovouto
analyzu zamérenou na mikrobialni a chemické sloZeni provedli. Byly nalezeny rody
Acetobacter lovaniensis a Kazachstania aerobia. Déle autor poukazuje na vhodnost pouzivani
metody PCR-DGGE pro popisovani mikrobidlni flory spojené s kefirem (Miguel et al. 2011).
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3.5.2 Kombucha

Kombucha neboli kombuchovy ¢aj je tradi¢ni zdravy napoj pfipravovany v béznych
domdcich podminkach, jedna se o fermentujici slazeny cerny ¢aj se symbiotickou kulturou
kvasinek a bakterii. Vysledkem vyrobniho procesu je syceny sladkokysely cajovy ndpoj
pfipominajici chut $ampariského vina. Je konzumovdna po celém svété, ale nejvice v Cing,
Rusku a Némecku. Staletimi vyuzivand vyroba ndpoje podporuje vSeobecné presvédceni o
pozitivnim ovlivnéni zdravi — snizuje krevni tlak, zmirfiuje artritidu, posiluje imunitni systém
organismu, lé¢i chronické zanéty. Tyto Ucinky na zdravi vyvolaly zvySeny zdjem o kombuchu —
lékarskou védou stdle jesté prokdzany nebyly. Stadelmann (1961) se vénoval vyzkumu
mnohého vyuziti kombuchy na zdkladé evropskych neoficidlnich Iékafskych pramenl z let
1952-1961 (podrobnéji nize). Srostoucim zdjmem spole¢nostio fermentované
vyrobky a zdravou stravu se i vyzkum posouva dal. Kombucha se konzumovala jiz béhem
dynastie Tsin v Manchurii (severni provincie dnesni Ciny v r. 220 pf. n. I.), ¢aj byl popijen pro
jeho magické ucinky. Jako obchodni artikl se kombucha rozsifila do Ruska a Evropy. V Rusku
se Caj z ni tésil velké oblibé pro blahodarné ucinky na zazivani (od prekyseleni organismu az
po hemeroidy ¢i revmatické bolesti). VétsSina literatury pochazi pravé z Ruska z obdobi po
valce, kde regiony, ve kterych lidé pili kombuchu, vykazovaly vyrazné méné pripadd rakoviny
nez regiony bez piti kombuchové ¢aje. Dale se Sifila pres Evropu az do severni Afriky, kde
byla vnimana jako detoxikacni napoj, ktery Cisti krev pres stfeva a jatra. Ziskala synonyma
jako ,Cajova houba“, ,Manschourinska houba“, japonsky Haipao. Nicméné se jevi, ze
nespravny proces pfipravy maze vést k intoxikaci a rGznym nemocem (Jayabalan et al. 2014).

Kombucha se pfipravuje nasubstratu oslazeného zeleného Cicerného (aje.
Na podkladé analyzy zastoupenych latek vyplynulo, Ze zeleny ¢aj je pro zdravi hodnotnéjsi,
avSak vice se pouzivd ¢aj cerny, protoze dobafermentace je u néj kratsi
(7 - 10 dnl u ¢aje ¢erného oproti 14 dnlim caje zeleného).

Stejné jako vodni kefir i kombuchaje oznafenim pro spolecenstvi symbiotickych
bakterii. Zde se jevi jako dominantni vztah Acetobacter arliznych druhl kvasinek.
Vyslednymi produkty je stejné jako ve vodnim kefiru fruktdza, kyselina octova
a kyselina glukuronova (Greenwalt et al. 2000). Jméno ,Cajovd houba“ bylo odvozeno na
zakladé toho, 7Ze EPS wvytvareny kombuchou je podobny povlaku tvoreném
kvasinkami (Jayabalan et al. 2014).

V mikrobidlnim  slozeni cajové kombuchy se kultura od kultury lisi
v zavislosti na geografické poloze, podminkdch prostfedi, mistnich druzich bakterii
a kvasinek a zdroji naockovani (Jayabalan et al. 2011). Stejné je tomu i u Tibi a kefir(.
Kombuchova ¢ajova kultura je symbidzou bakterii octového kvaseni (BOK) - dle abecedniho
poradku, nikoli Cetnosti: Acetobacter aceti, Acetobacter pasteurianus, Acetobacter xylinum,
Acetobacter xylinoides, Acetobacter peroxydans, Gluconobacter oxidans, Gluconobacter
europaeus, Gluconobacter  saccharivorans a kvasinek: Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces ludwigii, Saccharomyces bailii, Kloeckera apiculata,
Schizosaccharomyces pombe, Brettanomyces bruxellensis, Brettanomyce  lambicus,
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Brettanomyces custersii, Torulaspora delbrueckii, Candida stellata, Candida stellimalicola,
Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Lachancea thermotolerans, Lachancea fermentati,
Lachancea kluyveri, Torulopsis sp., Pichia mexicana, Eremothecium  cymbalariae,
Eremothecium ashbyii, Kluyveromyces marxianus, Debaryomyces hansenii, Meyerozyma
caribbica, Meyerozyma guilliermondii, Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora meyeri,
Hanseniaspora vineae, Zygowilliopsis californica, Saccharomycopsis fibuligera, Merimbla
ingelheimense, Sporopachydermia lactativora, Kazachstania telluris, Kazachstania exigua,
Starmera amethionina, Starmera caribae (Teoh et al. 2004; Chakravorty et al. 2016; Coton et
al. 2017; Sinir et al. 2019). Také byly z nékterych kultur izolovany BMK (Marsh et al. 2014;
Hrnjez et al. 2014; Coton et al. 2017). Marsh et al. (2014) zmifuje, Ze Lactobacillus je hlavni
slozkou  kombuchy, zejménav pozdéjSich  fazich  fermentace. Byl stanoven
Lactobacillus kefiranofaciens subsp. kefirgranum jako dominujici druh BMK kombuchové
kultury. Petrusic et al. (2011) prokadzal ptitomnost Lactobacillus plantarum,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus bovis, Streptococcus lutetiensis, Brevibacterium
sp. na substratu cerného ¢aje. Osmotolerantni druhy zacinaji fermentaci a kyselotolerantni
druhy dominuji na konci fermentace (Teoh et al. 2004). Bylo vypozorovano, Ze rozdilné
kultury maji odlisné antioxidacné aktivni drahy na stejném substratu (Malbasa et al. 2011).
Kombucha zahrnuje dvé ¢asti, bio — cellulézni matrici (EPS) a tekuty roztok. Celulézni
matrice plovouci napovrchu je produkovana BOK a osidlena kvasinkami a bakteriemi,
mezi nimizZ jsou silné symbiotické vztahy, které zabranuji ristu nezaddoucich mikroorganicmu
(Jayabalan et al. 2011). Kvasinky produkuji ethanol ze sachardzy. Glukdza a fruktdza je
preménéna na kyselinu glukonovou a octovou pomoci BOK. Kvasinky jsou stimulovany
k produkci ethanolu kyselinou octovou. Ethanol na oplatku podporuje rist BOK a jejich
produkci kyseliny octové. Ethanol i kyselina octovd plsobi proti nezddoucim
mikroorganismim (Sievers et al. 1995; Liu et al. 1996). Po pfirGstu populace BMK a jejich
kyselin kleslo pH kombuchy (Liu et al. 1996). BMK maji navic imuniza¢ni schopnosti na svého
hostitele (Marteau & Rambaud 1993). Caj jako substrat nabizi mikroorganismim potfebné
dusikaté latky. Kofein a xantiny obsazené v ¢aji stimuluji  rast celulézy produkované
bakteriemi (Dufresne & Farnworth 2000). Mnoho studii prokazalo probiotické ucinky. Lidé,
ktefi jsou vystavovanistresovym, naroénym situacim a dlouhodobé se Spatné stravuiji,
mohou trpét zaZivacimi potizemi. To muiZe vést k vymizeni pozitivni stfevni
mikrofldry a stfevni  sliznice muUzZze byt sekundarné poskozovana pfileZitostnymi
mikroorganismy. Je obecné znamo, Ze pak dochazi ke vzniku autoimunitnich chorob, jako je
ulcerdzni kolitida, Crohnova nemoc, roztrousena skleréza, alergie a dalSi. Obnoveni
mikrofléry stfeva mize byt dosazeno i pomoci kombuchy. Dle tohoto zjiSténi je
doporucovdna jako potravinovy doplnék i astronautim (Dufresne & Farnworth 2000;
Kozyrovska et al. 2012). Kombuchovy ¢aj byl podrobné studovan i pro své LDL cholesterol
snizujici uc¢inky na zviratech a lidech, pficemz ¢astecny vliv byl potvrzen. Kombucha obsahuje
vysoky podil glukuronové kyseliny, kterda poutda nepolarni latky, jako je LDL
cholesterol, a odvadi je ztéla ven. Podle studii je odstranéno az 52 % LDL cholesterolu
z krevni plazmy (Suhartatik et al. 2011). Odstranénim hlenu v podobé LDL cholesterolu se
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snizuje krevni tlak (Danielian 2005). Potla¢eni oxidac¢niho stresu se ukdazalo jako
cesta k potlaceni hypercholesterolémické arterosklerézy (Dufresnea & Farnworth 2000; Yang
et al. 2009). Kombuchovy ¢aj obsahuje vice polyfenolll nez ¢aj nefermentovany, také
obsaZené vitaminy E a C jsou povaZzovany za silné antioxidanty (Yang et al. 2009; Kallel et al.
2012). Bylo potvrzeno, Ze kombuchasnizuje arteroskleroticky plak  skrze
regeneraci bunécnych stén (Dufresne & Farnworth 2000). Byl studovan a zjistén uzky vztah
vztah mezi kornaténim srdecnich tepen a snizovanim cholesterolu (Dufresne a Farnworth
2000; Yang et al. 2009). Studie provedené na psech a koc¢kach dokazuji posileni srdce po
konzumaci kombuchového ¢aje (Danielian 2005). Energizacni schopnosti kombuchového caje
vyplyvaji i zvazaného Zeleza, které je vdzdno cheldtovym komplexem s glukonovou
kyselinou. To zvySuje hladinu hemoglobinu v krvi a pfisun kysliku burikdm, coz podporuje
tvorbu ATP. Slabé organické kyseliny a vitamin C syntetizované kombuchou mohou podpofit
efekt vstfebavani Zeleza, které pochazi zrostlin, nikolihemu, atim podpofit vitalitu.
Vitaminy skupiny B poskytuji enzymatickou aktivitou lipid( a bilkovinného metabolismu
regeneracni energii (Adriani et al. 2011).
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3.5.3 Tibetsky kefir

Z rlznych mikroorganismU sloZzend zrna Tibetského kefiru (dale jen TK) jsou startovaci
kulturou pro fermentaci mléka v Tibetu, Ciné a dal3ich zemich. Mléko fermentované TK se
stava tekutym jogurtem, ktery je tradi¢ni potravinou Tibietant. U rdznych narodd jde
o domadci jidlo s dlouhou historii, ktera se tvofila nejen v Tibietu, ale i na Taiwanu, v Rusku,
Turecku, Brazilii, Argentiné atak dale (Abraham & Antoni 1999; Chen et al. 2008;
Magalhdes et al. 2011; Kesmen & Kacmaz 2011). Statistiky ukazuji, Ze konzumace TK p¥inasi
dlouhovékost. Je dokazano, Ze probiotika kultury plsobici ve stfevé, bohatd kvalitativné
i kvantitativné jsou spojené s vlivem na zdravi (Eckburg et al. 2005; Balzola et al. 2010). TK
mUzZe byt povaZovan za probioticky zdroj, protoze obsahuje vhodné Ziviny. Mnoho studii, jak
je patrno se zabyvalo otdzkou ucinkd a pfineslo to své vysledky jako jsou: antimikrobidlni,
oznacen jako funkéni potravina (Diniz et al. 2003; Vinderola et al. 2005). Zhou (2009)
analyzoval mikrofléru TK a zjistil, Ze byla tvofena bakteriemi a kvasinkamijako jsou
Leuconostoc mesenteroides, Lactococcus lactis, Lactobacillus kefiri, Lactobacillus casei,
Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces unisporus, Saccharomyces cerevisiae,
Candida humilis, a dalS$imi nekulturnimi mikroorganismy. Slozeni se r(iznilo podle plvodu
avyvoje jednotlivych spolecenstev napfi¢ kontinenty. Také bylo zjiSténo, Ze komplex
mikroorganismi nema takovou fermentacni stabilitu, ktera je nutnd pro tovarni
velkovyrobu a komercializaci. K tomuto zajisténi je zapotfebi znat presné slozeni
a funkci jednotlivych mikroorganismu. TK je mozné od ostatnich podobnych kultur jako je
Kombucha ¢i vodni kefir odlisit mikrobiotou, morfologickou strukturou a obsahem Ilatek
(Diniz et al. 2003).
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Tab ¢. 4: Mikrobiologické sloZeni kultur kvasnych napoju

Rod Vodni Brazilsky Tibetsky Kombucha
kefir kefir kefir

Bakterie

Acetobacter + + +

Acetobacter lovaniensis +

Bacterium gluconicum +

Bacterium xylinum +

Bifidobacterium psychraelophylum +

Lactobacillus brevis + + + +

Lactobacillus casei + +

Lactobacillus hilgardii + +

Lactobacillus kefiri + +

Lactobacillus parabuchneri +

Lactobacillus paracasei +

Lactococcus lactis +

Streptococcus lactis +

Kvasinky

Candida humilis +

Dekkera +

Hanseniaspora + +

Kazachstabnia aerobia +

Kluveromyces +

Lachancea meyersii +

Leuconostoc mesenteroides +

Saccharomyces cerevisiae + + +

Saccharomyces florentinus +

Saccharomyces pretoriensis +

Saccharomyces unisporus +

Torulaspora + + +

Zygotorulaspora florentina +
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3.6 Metoda kultivace vodniho kefiru

Zrna Tibicos jsou symbionty kvasinek Saccharomyces cerevisiae a bakterii mlécného
kvaseni  (Lactobacillus brevis a Streptococcus lactis) a dalSich, jak jiz bylo zminéno.
V tradi¢nim postupu kvasi zrna Tibi s roztokem sachardzy a fikdl za vzniku Sumivého, lehce
alkoholického ndpoje. Cely proces kvaseni trva 1-3 dny.

Pouzitim enzymatickych testd s fotometrem pfifermentaci byla studovéna
hladina glukdzy, kyseliny mlécné, kyseliny octové a ethanolu po dobu 18 dni. Hladina glukdzy
se neustdle sniZovala; hladina kyseliny mlé¢né bylapo 14 dnech nejvyssi; octova
kyselina dosahla maximalni hladiny po 6 dnech a ethanol byl syntetizovan az do 3,6 g/L po 6
dnech. Hodnota pH klesla ze 4,5 na 3,0 pH.

Vynechdnim fikl nebo pridanim rozinek, datli ¢i Svestek dochdzi ke zméné v kvasicim
procesu.

Dalsi studie (Neve 2002, Stadie et al. 2013) ukazaly, Ze fiky jsou nezbytné pro optimalni
kvaseni Tibi zrn a obsahuji podpurny rlstovy faktor pro symbiotické organismy, které se
nachdzeji v kulture. Tyto latky podporujici rdst muaZou byt extrahovany istudenou
vodou a za tepla jsou jen mirné stabilni (Reif 1990). Jiurgen ReiR intenzivné studoval
chemismus koncového napoje, uvedena metodika kultivace je povazovdna za standartni.
V podstaté se smicha 30 g sachardzy, 20 g fik( a 20 g Tibi na 1 litr vody. Cast fikG 10 g
byla vtomto experimentu nahrazena jinym ovocem. Na konci kvaseni byla zrna oddélena
vlasovym sitem, proplachnuta vodou a vysusSena na papirovém tacku. Nasledné jsou
zrna opét pouzitelna k fermentaci.

3.6.1 Vysledky pozorovani

Metabolické procesy. Ve standartnim médiu s fiky zacala fermentace po 24 h.
Tibi krystalky klesly na dno nadoby a fiky plavaly na hladiné. Barva roztoku se zbarvila vlivem
fika. Vysledky metabolickych aktivit jsou shrnuty v tabulce €. 3 (viz pfilohy).

Glukéza. V pfitomnosti fik(l byla glukdza rychle metabolizovéna. Po 17 dnech inkubaéni
doby nebyla zjisténa zadna glukdza. Vynechani fik( vedlo k velmi rychlému poklesu obsahu
glukdzy v prvnich 6 dnech néasledovanych pomalejsim metabolickym uUbytkem v nasledujicim
inkuba¢nim case. Kdyz byly fiky nahrazeny rozinkami, datlemi nebo susenymi Svestkami,
koncentrace glukdzy v prvnich 10 dnech klesala rychleji nez ve standardnim médiu. Po 18
dnech byla zjisténa glukéza 1,5 g/l vroztoku s rozinkami, ve standartnim roztoku bez fik(
2,5g/l, zatimco v médiich s datlemi ¢i Svestkami nebyla glukéza detekovana.

Kyselina mlécna. Tvorba kyseliny mlécné byla zanedbatelna béhem prvnich 14

dnl v roztoku obsahujicim fiky. Nasledné se obsah kyseliny mlééné rychle zvysil az do
maximalni 2,8 g/L po 18 dnech, hodnota je nejvyssi ve viech testech. Opomenuti fikd zvysilo
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syntézu kyseliny mlééné v prvnich 14 dnech, nasledné se mirné sniZila. Svestky,
datle a zejména rozinky urychlily syntézu kyseliny mlé¢né.

evvs

roztoku obsahujicim fiky. Po 6 dnech byla maximalni hodnota stanovena na 1,1 g/l. Tato
hodnota zlstala viceméné neménna po celou inkubacni dobu. Pokud byly vynechany fiky
(kontrola), syntéza kyseliny octové se pribézné zvysuje az na 7,5 g/l na konci inkubacni doby.
Pridavky jako rozinky, datle a zejména Svestky urychluji tvorbu kyseliny octové ve srovnani se
standardnim roztokem.

Ethanol. Ve vSech roztocich se biosyntéza ethanolu zvysila na maximalni
hodnotu a nasledné sniZila pfi dlouhodobé inkubaci. Maximdlni droven 3,6 g/l byla ve
standardnim roztoku obsahujicim fiky po 6 dnech. V jinych roztocich bylo vytvofeno pouze
do 0,3-0,7 g/l ethanolu. Vyroba ethanolu byla opoZdéna v téchto roztocich a bylo dosazeno
maxima az po 8-12 dnech. Z toho vyplyva maximalni hladina ethanolu 0,36 %.

Hodnota pH. Slozeni roztoku nemélo velky vliv. VSechny roztoky klesly z hodnoty
pH 4,5 na pH 3,0 béhem fermentace.

3.6.2 Rust Tibi krystalka

Standartni roztok. Po 4hodinové inkubaci se Tibi leZici na dné zacaly zvétSovat. S nastupem
fermentace se mnoho zrn zvétsilo a nasledné rozdélilo na vice mensich ¢asti, které klesly
na dno nadoby. Vaha krystal( vzrostla az o 70 % po 18 dnech.

Roztok bez fiki. Narist hmoty je zanedbatelny, dosahuje pouze 0,1 % celkové vahy.

Roztoky s rozinkami, datlemi a Svestkami. Pridavky sice prirtstek zvysily, avsak jen o 4 %.
Prirtstek se projevil ve velikosti krystalka.

Roztoky s riznymi ¢astmi fika. Jak predchozi vysledky odhalily, zrna Tibi optimalné rostou ve
standardnim médiu s fiky, dalSi pokusy byly provedeny scilem prokazat, Ze urcité
Casti fikd a nékteré vlastnosti jsou faktory podporujicimirist. Pfidani pouze buniciny fik{
zvysila rlst Tibi zrn vice, avSak slupka méla jen drobné ucinky. Pti vareni fiki ve vodé mély
varené fiky pozitivni vliv na rlst zrn, zatimco prevareny fikovy roztok mél vyrazné slabsi vliv.
Nicméné pfidani vody, ve které byly fiky ponofeny alouhovdny po dobu 12 hodin
do cukernatého roztoku, podporovalo nartst zrn Tibi az o 70 % hmotnosti (Rei’ 1993).

Zrna Tibi se mohou lisit ve velikost od 1 mm. Ddvka vodniho kefiru ma rozmanitou
§kalu velikosti zrn. Cim jsou zrna mensi, tim vétsi je povrch pro kontakt s okolim. Meni maji
sklon k vys$si konzistenci zrn a produkuji lepsi chut napoje. Zda se, Ze lamani a drceni zrn neni
ku prospéchu, je lepsi nechat zrna narlst své prirozené velikosti.
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Velikost zrn souvisi s teplotou, roénim obdobim, ¢asem fermentace, kvalité vody,
receptem, a dalSimi podminkami.

Teplejsi prostiedi vytvari zrna mensi a chladnéjsi prostfedi naopak vétsi. Zda se,
Ze zrna poznaji, jaké je ro¢ni obdobi, nehledé na teplotu prostredi, nebot v Iété produkuji
mensi krystaly ve vétSim mnozstvi.

Cas fermentace. Cim del3i je ¢as mezi jednotlivymi pfipravami, tim jsou krystalky mensi.

Stres. Pokud je kultura vystavend nahlym zménam ve svém prostiedi, budou zrna mensi
(Kaufmann 2007).

Pfitomnost fik(l v standartnim roztoku sacharézy predstavuje typicky zpUsob kvaseni.
Obsah glukdézy se neustale snizoval a klesl na nulu po 18 dnech. Bylo vytvoreno pozoruhodné
mnozstvi kyseliny mlééné pouze po 14 dnech inkubace. Vyrobaethanolu se
zvysila na maximum 3,6 g/l po 6 dnech a nasledné se sniZila. Po 6 dnech je nejvyssi Uroven
kyseliny octové, kterd byla namérenav koncentraci1,1 g/I.V disledku vzniku kyselin
klesla hodnota pH z 4,5 na 4,0, respektive na 3,0 po 12 dnech fermentace.

Vynechdani fik(l vedlo k pomalejSimu metabolismu glukdzy, vy$sSimu mnozstvi kyseliny
mlécné a octové a nizsi hladiné ethanolu. Kdyz byly fiky nahrazeny rozinkami, datlemi nebo
Svestkami, byla mira kvaseni glukdézy obdobna s fiky. Vice kyseliny mlééné a méné ethanolu
bylo nakvaseno ve srovnani se standardnim roztokem. Maximalni hodnoty kyseliny octové
jsou podobné tém, které byly nalezeny v roztoku s fiky (Svestky vyrazné zvysily konecnou
koncentraci), ale bylo dosazeno pouze na konci inkubacniho obdobi.

Podobné vysledky studia biochemickych zmén béhem Tibi kvaseni byly popsany
nékolika autory. Blumer roku (1934) zjistil zfetelny pokles hladiny glukézy z 10 % na pocatku
kvasného obdobi na 2,5 % po 15 dnech. Hodnota pH klesla z 6,0 na 4,0 po 4 dnech. Po 12 h
zacCal proces produkce ethanolu.

Soucasny pokus odhalil, Ze pfidani fiki do roztoku sacharézy je nezbytné
pro optimalni rast Tibizrn. Substituce 10 g fikd jinymisusenymiplody vedla
k vyrazné snizenému ristu zrn. Tyto vysledky jsou podporovany Blumerovym studiem. Pouze
fiky zvysily ¢erstvou hmotnost zrn (az 12,3 %) po fermentacnim procesu.

Opomenuti fikl nebo substituce hrozinkami zpUsobily jen velmi maly rdst. Porchet
(1934) pocital pocet zrn Tibi po 3 dnech kvaseni v médiich rGzného slozeni. Zjistil, Ze pocet
zrn se znacné zvysil v pfitomnosti fika a datli. Stfedni pfrirlstek s banany, rozinkami,
Svestkami, merurfikami, bramboramia mrkvi. Zadny nardstv piipadé jablka, mléka,
syntetického Zivného roztoku, kvasnicové vody a pasterované hroznové stavy.

Z vySe popsanych vysledk( vyplyva, Ze nejvice podporuji rlst fiky. Rast podporujici
faktor je zfejmé umistén ve vlakning, zda se byt extrahovatelny studenou vodou, je lehce
teplu odolny. Pfesnd povaha této slouceniny muze byt zkoumana podrobnéji v budoucnu
(Reifld 1990).
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3.6.3 Doporuceni k dosazeni chutného vysledného napoje

Z kultivace Tibi jsou uvadény nasledujici poznatky (srv. Kaufmann 2007).
Efektivitu péstovani a kultivace organisml Tibilze dobfe sledovat diky tomu,
ze dochdzi k viditeInému rustu krystalu, ktery signalizuje celkovy dobry stav kultury.

Voda. Nejlepsi vodaje voda bohatd na minerdly, nabizi se moZnost zdravotné
nezavadné vody z pfirody (vyvérajici prameny se zjiSténou chemickou analyzou kvality vody).

Chlorovana voda zabiji organismy, proto je dobré vodu prevafit a nechat odstat. Tim se
také zbavime tékavych latek, které jsou v kohoutkové vodé pfitomny. Filtrovana voda bude
vhodnag, ale jelikozZ je chuda na minerdly, je vhodné néjaké dodat (mlGzeme pridat napriklad
himalajskou sl ¢i Schindlerovy mineraly).

Neni dobré pouzivat zdsaditou vodu, vodni kefir vytvari kyselé prostfedi a nadmérna
alkalita by fermentaci znemoznila.

Zivny substrat. Pro pfipravu napoje pouiivdme sezénni Cerstvé nebo susené ovoce.
V idealnim pfipadé ma byt bez sificitan(i a ostatnich konzervant(. Kazda konzervace oslabuje
organismy a znemoznuje spravné traveni ovoce.

Cerstvé ovoce musi byt dobfe omyté (nejlépe ve slabém roztoku octa a jedlé sody),
protoze jeho povrch ¢asto obsahuje pesticidy a herbicidy, které také poskozuiji zZivot vodniho
kefiru.

Teplota. Na zakladé vyzkumU (napfiklad Stadie 2013) se jako optimalni teplota ukazuji
hodnoty 21 °C-37 °C.

Povlak povrchu a barva. Bily ¢i krémovy povlak na hladiné je bézny, vznika disledkem
kontaktu se vzduchem. Povlak neni zdravi skodlivy, je zpisoben aerobni kvasinkou , Kahm
yeast”. Povlak je pfesto vhodné odstranit a ndpoj |épe izolovat od pfistupu nadmérného
mnozstvi kysliku. Prlsvitny povrch zrn je zplGsoben nerovnovdhou mikrofléry. Ta nastane po
dlouhé pauze, kdy se kultura nevyuzivd a je ulozena v chladu. Znovunastoleni rovnovahy je
dosaZeno vyvazenym péstovanim v pribéhu nékolika tydna.

Dalsi zmény barvy na ¢ernou, modrou, zelenou ¢i hnédou mohou byt projevem plisné.
Takovou kulturu je lepsi zlikvidovat vhozenim do bioodpadu ¢&i sprdvné zaloZzeného
kompostu. Nadobi je zaporebi umyt a zacit znova s kultivaci.

Vhodny stupen kyselosti. Kefirova kultura by méla byt kyseld v rozmezi pH 4 - pH 5.
Pfidanim platk( citronu se kyselost snizuje (na chut kysely citron patfi mezi zasadotvorné
ovoce). Ovéem pokud by vodni kefir nebyl dostatecné kysely, hrozilo by naockovani
nechténymi druhy mikroorganisma.
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Zakladni test kvality je proveden ¢ichem. V(iné by méla byt nakysld, zemitd, ovocna,
vinova a liba, nikoli vSak nepfijemna. Chut napoje by méla napovédét na druh pouZitého
ovoce.

Rychlokvaseni méné nei 24 h. Pokud je napoj hotovy béhem 24 h a je velmi Sumivy,
pravdépodobné obsahuje velké mnozstvi kvasinek. Nez bude mozino pfikrocit k dalsi
pfipravé, je dullezité zkontrolovat, zdalije dodrZzen postup vyroby azda nebylo pfidano
nadmeérné mnozZstvi cukru. Pro pfisti fermentaci se pouZije cukru méné. Rychlokvaseny
perlivy kvasny ndpoj obsahuje vice alkoholu, a tudiz nebude tak vhodny, jak by mohl byt
s vyvazenym komplexem kyselin a probiotickych bakterii.

Pracovni nacini. Vodni kefir kvali své kyselé podstaté reaguje s kovy, coZ také vede
k inhibici mikrobioty. Proto je pro manipulaci s kulturou |épe pouzivat sklo, dfevo i nerezové
pomlicky. PouZivat Ize jen Cisté nadobi. Myci a praci prostfedky mikroorganismy inhibuiji.

Pouziti cukru. Sachardza je disacharid sloZzeny z glukdzy a fruktézy. Bakterie a kvasinky
vodniho kefiru preferuji glukézu nad fruktdézou. Konvertuji glukézu na kyselinu
glukuronovou a dalsi kyseliny, vSechny s antibakteridlnimi a jinymi prospéSnymi vlastnostmi.
Fruktdza je konvertovana na kyselinu octovou a dal$i organické kyseliny. Diky preferenci
glukdzy je tato rychle zkonzumovana, ve vodnim kefiru hlavné zbyva fruktéza. Cim déle vodni
kefir fermentuje, tim vice je zbytkové fruktdézy spotifebovano. Toto je dulezité pro
konzumenta Tibi, protoZe na rozdil od ostatnich cukri je fruktdza metabolizovana v jatrech.
Pfi nedostatecné ¢innosti jater je tfeba omezit jeji pfijem na minimum, coz znamena vyhnout
se preslazenym ndapojuim, dZzusim a velkému mnozstvi sladkého ovoce.

Vodni kefir je zdrojem fruktdzy, a proto by mél byt konzumovan v pfiméreném
mnozstvi — napfiklad jednu sklenku denné. Pak bude zdravi prospésny. Dalsi moZnosti je
prfidat do vysledného napoje malé mnoiZstvi extraktu zrostliny Stevie sladké (Stevia
rebaudiana).
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Graf €. 7: Obecna rlstova kfivka mikroorganisma (Stanbury 2017a, upraveno)

pocet mikroorganismd

Lag-faze Faze Log-faze Faze Stacionarni  Faze odumirani cas
zrychleného zpomaleného féze
ristu rlistu

Lag-faze (latentni=prizplisobovaci) - mikroorganismy si pfivykaji na nové prostredi, jesté se
nemnozi

Faze zrychleného rastu - mikroorganismy se prizplsobily prostredi a zacinaji se mnozit
Log-faze (logaritmicka) - faze nejrychlejSiho mnozeni

Trofofaze (faze zpomaleného rlistu) - nastdva ubytek Zivin a hromadi se sekundarni
metabolity

Stacionarni faze - pocet noveé vzniklych mikroorganismu je shodny s po¢tem odumfielych
Faze odumirani - prevazuje pocet odumfelych mikroorganism
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3.7 Zdravotni pfinosy a rizika konzumace

Pfipomerime si kuchyni primérného ¢lovéka. Ceské kysané zeli a okurky rychlokvasky,
plisfiové syry, moravskeé vino, plzeriské pivo a dalsi jsou soucdsti ¢eské kuchyné. Z toho, co do
sebe vkladame, se tvofi obraz toho, jak plsobime. VSude okolo nds probiha neustala zména.
A tak se méni i mikrobidlni sloZeniv téle, protoZe télo je neustdle vystaveno kontaktu
s okolim. Pozitivni vliv na lidskou mikrofléru ma pravé konzumace zivé, mikrobidlné
a enzymaticky bohaté stravy (Kraske 2015). Dnes je moderni konzervovat, pasterizovat
a neprodySné uzavirat, aby potraviny vydrZely déle, a pfitom se zdaly byt Cerstvé. Pred
mikroorganismy vsak neni Uniku — a to aniza pouZiti mydel, zubni pasty, antibiotik Ci
antimykotik. Jsou vSudypfitomné. Na zdkladé vyvoje a promény civilizace se paradoxné
uménim stava to, co bylo pred ¢asem béiné. Toto uméni spociva ve schopnosti rozlisit, co
télu déla skutecné dobre a co jen zpUsobuje chutové potéseni. Uménim je naucit se Zit
s okolim v rovnovaze. Mikroorganismy mohou byt smyslim a télu prospésné, neutrdlni
i negativni, zaleZi jen na jejich vzajemném poméru (Katz 2015).

Ve stfevé existuji dva druhy bakterii — hnilobné, produkujici amoniak, sulfan, fenoly
podobné hormon(im, a kvasné, jez produkuji metan a oxid uhlicity.

Jednim z hlavnich faktor(i, které ovliviiuji mikrobidlni zastoupeniv téle, je strava.
Zména stravy ma zdsadni vliv na stfevni bakterie a jejich metabolismus. Byly zjistény
rozdily vdruhovém slozeni mikrofléory u populaci rlznych kultur v ndvaznosti na jejich
jidelniéky. U obyvatel zapadni kultury, konzumujici stravu bohatou na tuk a sacharidy, bylo
zjiSténo vyssi zastoupeni bakteroidUl, klostridii, bifidobakterii a peptokoku. V populaci, kde
prevazuje nizkotuénd dieta s vysSSim prijmem vldkniny, byly zjistény vyssSi pocty
laktobacil(l a klebsiel (Enterobacteriaceae). Také prechod z vafené na nevarenou stravu
vyrazné ovlivni stfevni mikrofloru. Velkd zména byla zaznamenana v pfipadé osob
konzumuijicich probioticky bohatou fermentovanou stravu (Ling 1995; Zbofil 2005).

Vyznam probiotické vyZivy spociva v preventivnich Uéincich. Jiz od détstvi hraji zasadni
Ulohu pfi vytvareni pfirozené imunity. Prvni probioticka vyZiva je pfijimdana v matefském
mléku. Usidli se ve strevech a udrzuji systém v rovnovaze. Laktobacily osidluji stfevni
epitel a snizuji riziko pomnoZeni patogennich bakterii a vzniku onemocnéni (viz kapitola
mikrobialni sloZeni, tab. &. 2). Ziji s butikami v symbidze, nebot produkuji mnoho vyZivovych
latek, hlavné kratké mastné kyseliny, aminokyseliny a peptidy. Také mirni
nadymani a hnilobné procesy traveni (Quilien 2002; Nevoral 2005; Fri¢ 2007).

V tabulce ¢. 2 jsou uvedeny prokazané ucinky probiotickych rodu.
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Tab. ¢. 2: Pozitivni vlivy probiotickych druhi

Popsané ucinky Rod

Posileni imunitniho systému Lactobacillus sp.

Navozeni rovnovahy mezi mikrobiotou Lactobacillus sp., Bifidobacterius sp.
Snizeni tvorby karcinogent Lactobacillus sp., Bifidobacterius sp.
Prevence prajmovych potizi z cestovani Saccharomyces sp., Lactobacillus sp.
Prevence ostatnich prijmovych stav( Lactobacillus sp., Bifidobacterius sp.

Velkym pfinosem pro imunitu jsou pravé glukany, coz jsou ptirodni polymery, které se
nachdzeji v rostlindch a mikroorganismech. Jejich biologicka aktivita spociva v protinddorové
aktivité, ve zvyseni odolnosti vici bakteridlnimu, virovému, plisnovému a parazitickému
onemocnéni, ke snizeni LDL cholesterolu a ke snizeni glukdzy a inzulinu v krvi pfi diabetu.
B-glukany se vyskytuji ve formé 1,3 nebo 1,6-B-glukan(i ve kvasinkdch (Misaki et al. 1968;
Smetanova 2007).

Nejvhodnéjsi zpusob konzervace pro télo je pravé kvaseni, protoZe produkty
fermentace jsou bohaté na probiotika, kterd regeneruji tkan. Sdm Louis Pasteur, objevitel
pasterizace, se na sklonku Zivota vyjadril, Ze bakterie nejsou nic, ale tkan, ve které rostou, je
vSechno. Podobné prohlasil vyznamny patolog Rudolph Virchaw, Ze kdyby mél znovu Zit,
vénoval by sv(j Zivot tomu, aby dokdzal, Ze bakterie hledaji pfirozené prostfedi, nemocnou
tkan, misto aby byly pri¢inou onemocnéni tkani — tak jako komafri hledaji stojaté vody, ale
nezpuUsobili vznik rybnik( (Modra 2013).
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3.8 Analytické prostredky
3.8.1 PCR-DGGE

Polymerdzova retézova reakce — elektroforéza v gradientovém denatura¢nim gelu je
metoda zafazend do potravinarské biologie. Pouzivd se napriklad k identifikaci
mikroorganizm(l izolovanych z potravin, k hodnoceni mikrobidlni rozmanitosti béhem
fermentace potravin, lIze ji vyuzit k hodnoceni kvality potravin (Miguel et al. 2011). Popis
fungovani této metody je detailné popsan v samostatné priloze. Touto metodou zjistoval
napf. Gulitz et al. (2011) kvantitativni i kvalitativni sloZzeni mikrobioty ve tfech rliznych
vzorcich vodniho kefiru (srv. k tomu kapitolu o mikrobidlnim sloZeni vodniho kefiru).

3.8.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC)

Chromatografie je souhrnné oznaceni pro skupinu fyzikdlné chemickych separacnich
metod. Ucelem kapalinové chromatografie je kvantitativni i kvalitativni stanoveni
pritomnosti jednotlivych slozek analytu. (Popis fungovani metody je podrobné rozepsan
a vloZzen do samostatné pfilohy.)

Vzorky vodnich kefirl a produkty fermentace byly podrobeny chromatografickym
analyzdm pro stanoveni zmén koncentraci cukri a metabolitd. Pfed analyzou cukernatych
sloZek je potreba odstranit proteiny ze vzorkU. Vzorky se skladaly z 500 ul roztoku. Toho bylo
dosazeno pomoci pfidani 250 pl 0,1 M ZnSO4 a nasledné mixovdno 1 minutu. Poté bylo
pfidano 250 pl 0,1 M NaOH, smichano a ponechdno stat po dobu 20 minut. To vedlo
k vysrazeni proteind, které byly ze vzorkd odebrany. Roztok po rozmixovani a prefiltrovani
byl pouzit pro analyzu chromatografii.

Mono-, disacharidy a cukernaté alkoholy byly kvantifikovany pomoci iontové vyménné
HPLC kolony Rezex RPM-Monosacharide Pb** (8% sitovana celuléza).

Pro kvantifikaci organickych kyselin a ethanolu byly vzorky vystaveny plsobeni kyseliny
chloristé (50 pl/ml na vzorek) a inkubovany pres noc pti 4 °C pro vysrazeni bilkovin. Poté byly
vzorky dukladné odstifedény a roztok byl prefiltrovan pres RC membranu. Organické kyseliny
a ethanol byly kvantifikovany iontové vyménnou HPLC kolony Rezex ROA-Organic Acid H+
(8% sitovana celuléza) (Stadie et al. 2013).

Kvalitativni  analyzy se dosahlo porovnanim retenéniho c¢asu  vrcholl
ve vzorku s hodnotami znamych standardid. Kvantitativni analyzy je dosahovano mérenim
ploch nebo vysky vrcholl pikl na chromatogramu (Bartusek & Pazourek 2000).
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4 Zaveér

Cile, které jsem si vytyCil na zacatku prace, se pro mne v prlibéhu studia literatury
prohloubily. Zjistil jsem, Ze je nutné dukladné porozuméni fungovani mikrobioty, aby mohl
byt cely proces fermentace korigovan vnéjsimi faktory. Snazil jsem se zjistit, podle jakych
védou ovérenych principld je vhodné postupovat, aby vysledny napoj byl pfi zachovani co
nejjednodussiho postupu vyroby co nejchutnéj$i a zaroven co nejpfinosnéjsi lidskému
organismu.

Proved| jsem rozsdhlou literarni reSersi s Ukolem zjistit védecky verifikované informace
o kulture Tibi krystal(. Prekvapilo mne, Ze nejstarsi - soucasnymi védci citované - literarni
lety.

Fermentovany napoj Tibi je po staleti konzumovan v mnoha ¢astech svéta (zejména
v Asii, ve stfedni a jizni Americe). Konzumenti na zdkladé vlastnich zkuSenosti nepochybuji
o blahodarném vlivu piti ndpoje na jejich organismus, a proto jsou zrna Tibi ddle a dale mezi
lidmi Sitena. (V Rusku je takto oblibena kombucha, v Tibetu a Brazilii kefir.)

Mikrobialni sloZzeni je sledovdno mnoha autory — ze studii, které jsem nalezl, se pfimo
mikrobioté vénuje minimalné 7 vyzkumnych praci. Vyzkumy byly a jsou provadény zejména
elektronovym mikroskopem a metodou polymerdzové retézové reakce (PCR). Ve vsech
zkoumanych vzorcich vodniho kefiru jsou nachazeny kvasinky Saccharomyces cerevisiae
a Zygotorulaspora florentina. Kvasinky ve svych sténdch obsahuji betaglukany, které aktivuji
imunitni systém. Bakterialni sloZeni je vidy rliznorodé, ale bakterie Lb. hordei a Lb. nagelli,
zndamé svymi probiotickymi ucinky, jsou vzdypritomné. Nové (2011) detekovana Acetobacter
fabarum je bakterie octového kvaseni zodpovédna za oxidaci ethanolu na acetat. Mezi
témito kvasinkami a bakteriemi byla prokazana symbidza.

Pfi vyzkumu chemického sloZzeni nadpoje védci béhem fermentace napoje odebirali
vzorky, které byly podrobeny chromatografické analyze s vysokou presnosti. Ve vsech
zkoumanych vzorcich byl hodnocen obsah kyselin mlééné a octové a alkoholu. Po 3 dnech
fermentace za standartnich podminek nepresahuji obsahy kyselin 0,5 g/l a obsah alkoholu
3,6 g/lI. Z fady pozorovani vyplynulo, Ze ¢im déle fermentace probihala, tim byla koncentrace
sledovanych latek vyssi a pH kleslo az na hodnotu pH 3,0, coZ je uz velmi nizkd hodnota,
ktera by mohla pfi dlouhodobé konzumaci poskozovat sliznice. Vysledny ndpoj je nejlépe
konzumovat po dvou az tfech dnech fermentace, kdy je vysledné pH 4,2 — 4,5 a napoj je
nejlahodnéjsi.

Zajimavym se jevi fakt zjistény a prlibéiné potvrzovany vSemi vyzkumniky: jako
nejvhodnéjsi Zivny substrat pro rlst Tibi vdomacich podminkach doporucuji susené fiky.
Shoduji se na prokazané hypotéze, 7e je tomu proto, Ze fiky obsahuji vysoké procento
monosacharidd. Pro¢ ovSsem Tibi krystaly neprospivaji tak dobre pfi péstovani na Zivném
substratu ze susSenych Svestek, jejichz obsah monosacharidu je jesté vyssi nez u fikd, to jsem
v reSerSované literatufe nezjistil. Domnivdm se, Ze FfeSeni spocivd ne (respektive nejen)
v obsahu cukrl, ale moZna v pomérech jednotlivych slozek u rliznych druh( suseného ovoce,
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mozZnd v obsahu minerald, snad je néktery z nich v urcité vysi zastoupeni dominantni a tézko
nahraditelny. Domnivam se, Ze timto minerdlem by mohl byt hot¢ik (Mg), kterého fiky hodné
obsahuji. Bylo by zajimavé a prospésné zaméfit se v dalSich testech pravé na tyto posuny
mnozstvi sacharidd a minerdll a jejich vyskytu a pouZiti u rlznych druhl ovoce jak
v Cerstvém, tak v suSeném stavu.

Scilem vymezit kulturu Tibi mezi rlznymi druhy fermentovanych ndpoja jsou
literaturou sledovany podobné kultury vyuzivané pro pfipravu kvasenych ndpoja. Vyzkumnici
zjistili znacnou druhovou rozmanitost mikrobioty (viz tab. ¢. 4 kapitole 3.5 Podobné kultury
pro vyrobu fermentovanych napoj).

Z vysledkd provedenych testd vyplyvd znaény potencidl vyuZivani ndpoja
pro podporu zdravi psychického i fyzického. Zejména vysoky podil Laktobacill
u vSech zkoumanych fermentovanych ndpojli vytvafi pozitivni zdravotni efekt.
A to blahodarny efekt nezastupitelny tehdy, kdyz si pravidelné a systematicky nic¢ime
a likvidujeme sprdavné poméry mikroorganismQ ve stfevech svou prekyselenou
a prechemizovanou stravou.

Z poznatkl dosavadnich vyzkum i na zakladé mé vlastni trileté kultivace Tibi vyplyva
seznam doporuCeni pro trvale wudrzitelnou kulturu Tibi. Zacal jsem péstovat
i kombuchu a tibetsky kefir. Do budoucna bych chtél vypracovat metodiku produkce zdravi
prospésnych napojl pro trh a pripadné i realizovat distribuci Tibi krystald dal nez jen mezi
Cleny své rodiny, pratele a znamé.
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Obr. 8: Kvasinkova populace vodniho kefiru, 100x

Obr. 9: Populace koku se zrnem Tibi, 100x



Obr. 10: Polysacharidova matrix, 100x

Obr. 11: Populace kvasinek, 100x



Tab. ¢. 3: Metabolicka aktivita Tibi zrn na médiich rtizného sloZeni (ReilR 1990)

Standartni | Standartni | Média s
médium médium rozinkami | datlemi | Svestkami
s fiky 20 g | bez fik{ 10g 10g 10g
Glukdza
po 2 dnech 14.2 13.0 13.5 13.4 12.0
4 dnech 12.5 9.6 10.8 11.5 9.6
6 dnech 11.0 6.8 8.2 10.5 8.5
8dnech |94 6.2 7.8 7.0 4.5
12 dnech | 2.3 4.0 5.7 2.5 1.0
14 dnech | 0.4 2.7 4.3 1.2 0.3
18 dnech |0 2.5 1.5 0 0
kyselina
mlécna
po 2dnech |0.02 0.02 0.16 0.05 0.16
4 dnech | 0.02 0.05 0.24 0.20 0.26
6 dnech | 0.02 0.12 0.30 0.36 0.50
8 dnech |0.01 0.18 0.38 0.32 0.50
12 dnech | 0.02 0.55 0.40 0.40 0.46
14 dnech | 0.02 0.60 0.58 0.50 0.58
18 dnech | 2.8 0.48 1.12 0.76 0.86
kyselina
octova
po 2 dnech 0.2 0 0.2 0.2 0.2
4 dnech |0.1 0.6 0.3 0.4 0.4
6 dnech 1.1 1.2 0.4 0.8 0.7
8 dnech 1.0 1.2 1.2 0.8 1.0
12 dnech | 1.0 3.9 1.0 1.0 3.5
14 dnech | 1.0 6.7 1.0 1.1 4.5
18 dnech | 1.0 7.0 1.3 1.2 5.2
Hodnota pH
po 2 dnech 4.5 4.5 Nedetekovano
6 dnech | 3.7 4.0 4.0 4.5 4.0
12 dnech | 3.0 3.5 3.0 3.0 3.0
18 dnech | 3.0 3.0 3.0 31 3.0




Latkova preména

Uvedena pfiloha poskytuje informace klicové k pochopeni fungovani Zivé kultury, tedy i
Tibi krystal(.

Metabolismus zahrnuje dvé nerozlucCitelné ,jinjang” slozky — Ilatkovou
a energetickou.

Katabolismus produkuje chemickou energii a uklada ji do ATP, poskytuje prekursory,
coz je stavebni material pro biosyntetické procesy a vyrabi energeticky bohaté redukéni
Cinidlo NADPH.

Anabolismus predstavuje vyrobni fazi metabolismu nazyvanou téz biosyntéza. Pro
syntézu sloucenin je potfebnd energie ve formé ATP, a protoZe z chemického hlediska jde
vétsSinou o redukéni déje, vyZzaduji i na energii bohaté redukéni ¢inidlo NADPH. Kromé téchto
dvou zminénych drah existuji dalsi, které plni obé funkce - oznacujeme je jako amfibiotické
drahy (citratovy cyklus).

Dalsi dradhy jsou anaplerotické reakce (z fectiny ,naplnit se”), které slouzi k doplnéni
vyCerpanych meziproduktll metabolickych drah. Je zndamo, Ze jednotlivé meziprodukty
metabolickych drah jsou propojeny, stai doplnit jediny z nich preménou nékterého
z prebyvajicich obecnych metabolitl. Prikladem je anaplerotickd reakce doplriovani
oxalacetatu v citratovém cyklu karboxylaci pyruvatu.

Namisto déleni metabolismu na katabolické a anabolické déje
se v mikrobiologii pouziva déleni z energetického hlediska: na energeticky
(neboli energii ziskavajici) metabolismus a biosynteticky  (neboli energii spotfebovavajici)
metabolismus. Energeticky metabolismus zahrnuje déje, pfikterych se z degradujicich
Zivin uvoliuje  energie, areakce umozZnujici vyuZivat svételnou energii (foton)
pfi fotosyntéze. Intenzita l[dtkové vymény neni ve vSech organismech stejnda ani
v ramci jednoho organismu. ROzni se podle jeho stafiafaze rlGstu. Samoziejmé
v zavislosti na okolnich podminkach.

Mezi obecné  metabolické  drahy patfi  odbouravani energie  z glukdzy
za vzniku dvou pyruvatd neboli glykolyza, kterd je zdrojem energie od pocatku a probihala i
ve vyvojové nejmladSich organismech, jako jsou mikroorganismy. DalSim univerzalnim
procesem je zpracovani kyseliny octové v citratovém cyklu aerobd.

Charakter metabolismu sestdva z nékolika diléich reakci, které podléhaji stejnym
zakonitostem (zdkon o zachovani energie a hmoty, zakon o chemické rovnovaze, princip
akce a reakce apod.). Organismy mulzZeme clenit dle jejich metabolismu z hlediska trofiky
(z feckého ,trofé” - vyziva), tedy zplsobu vyzivy podle dvou hlavnich kritérii:

A: podle zdroje pfijimani energie na fototrofy a chemotrofy (latkozivné) ziskavajici
energii oxidaci jiz existujicich Zivin organickych ¢i anorganickych.

B: podle zdroje stavebniho materidlu, autotrofy, které mohou syntetizovat vSechny
organické slouceniny z anorganickych zdroja (napriklad CO,, NH3, dusi¢nanovy a siranovy
anion) a heterotrofy pouzivajici organické latky, které jsou soucasné zdrojem energie.



Takovéto rozdéleni jev podminkdch mikrobiologie nedostatec¢né. Lisi se také
zpusobem, jakym probiha prenos elektronl od donorl (redukénich Cinidel) na jejich vhodné
akceptory (oxida¢ni cinidla) tj. redoxni drdha. Podle donorl elektronl rozliSujeme
organotrofy, dehydrogenujici organické latky, jako jsou sacharidy, mastné
kyseliny, a litotrofy, u nichZ jsou donofi elektront jednoduché anorganické slouceniny, jako
H,, H,0, H,S, NHs a dalsi.

Podle konecnych akceptori elektroni délime mikrobiotu na aeroby, kde je kyslik
finalnim akceptorem, a anaeroby, ktefi vyuZivaji jiné molekuly.

Z metabolického hlediska tedy rozdélujeme mikroorganismy do ¢tyf hlavnich skupin
liSicich se trofikou a redoxnimi déji.

Respirace nebolidychadni je proces, pfikterém organismy prostfednictvim
»biochemické baterie” sloZené z oxidoreduktaz predavaji elektron svému termindlnimu
akceptoru a pfi tom ziskavaji hlavni podil energie. Aerobové maji 0, jako koneény ¢lanek své
baterie, zatimco anaerobové maji jinou anorganickou latku a jako zdroj kysliku pouZzivaji
vodu. To je hlavni rozdil mezi aerobnim a anaerobnim metabolismem. Mnohé biochemické
déje jsou v podstaté identické u aerob(l i anaerobu. Z hlediska potfeby kysliku rozliSujeme
striktni (obligatni, pfisné) aeroby, ktefi se bez kysliku neobejdou. Obdobné rozliSujeme
striktni anaeroby, ktefi maji jen anaerobni metabolismus a v pfitomnosti kysliku hynou.
Stfedni cestou se vydali fakultativni aerobové, ktefi uméji vyuzZivat anaerobni i aerobni
metabolismus. V pfitomnosti kysliku ~ vyuZivaji  aerobni, protoZze je energeticky
vyhodnéjsi. V jeho nepfitomnosti pouziji nékteré organické meziprodukty metabolismu jako
finalni akceptor elektrond. To je valna vétsina heterotrofnich organismu. Nékteré anaerobni
buriky nedovedou vyuzivat aerobni respiraci, ale nizka koncentrace kysliku v jejich prostredi
podporuje jejich rozmnoZovani, tém fikdme mikroaerofilni.

Pti fermentaci se nepouZivd transport elektronl sytémem oxidoreduktaz s externim
akceptorem jako koneénym ¢élankem. Elektrony uvolnéné oxidaci organickych slouéenin jsou
pfimo pfijimany jinymi organickymi slou¢eninami, které jsou meziprodukty probihajicich
metabolickych drah. Pfi fermentaci tedy nejde o pravou oxidaci, ale pouze o presun atomu
vodiku mezi rlznymi organickymi slou¢eninami. Substraty se neoxiduji Uplné jako
pfi respiraci. Napriklad degradace sacharidl konci u kyseliny mlécné, ethanolu i jinych
metabolitl, zatimco pfi aerobnim metabolismu jsou tyto Ilatky oxidovany
az na H,0 a CO, (Vodrazka 2002).



Popis fungovani PCR-DGGE

Polymerdzova retézova reakce (PCR) je technika umoZiujici snadné a rychlé namnozZeni
daného kusu DNA in vitro, replikaci nukleonovych kyselin. Jeji velkou vyhodou je vysoka
citlivost prepisu a fakt, Ze staci velmi malé mnoZstvi DNA. Metoda se sklada ze tfi hlavnich
krok(: denaturace, hybridizace a elongace. Ptidenaturacije celd smés zahrata na teplotu
94-96 °C, pri které se narusuji vodikové vazby a oddéluji se molekuly DNA. Pfi hybridizaci je
smés zchlazena na 60 °C, pfi které jsou kratké oligonukleotidy (primery) schopny navazani
spojeni podle komplementarity. Funkci primerd je oznacit zacatek a konec probihajici
amplifikace. PFi elongaci je smés opét zahtdata na teplotu 72 °C, pfi niZ dochazi k syntéze nové
molekuly DNA k pUvodni molekule DNA. Vysledkem jsou tedy dvé molekuly DNA. Tento
cyklus se opakuje, vétSinou staci 30 cykld (Malik 2007).

Separace namnozZenych fragmentli DNA (16S rDNA) probihd pomoci DGGE, ktera je
zaloZena na klesajici pohyblivosti fragment( v polyakrylamidovém gelu vlivem rostouci
denaturacni sily. Pohyblivost DNA je uréena poctem vodikovych mustk(, jejich
rozmisténi a poméru bazi. V praxi pozorujeme putujici DNA elektrickym polem do okamziku,
kdy se vlakna zaénou oddélovat. Retézce s vy$si koncentraci AT se oddéluji rychleji. Useky
bohaté na CG jsou stabilnéjsi a dojdou dal.

Kazdy pruh vznikly na vzorku gelu ukazuje na dominantni druh mikroorganismu
(zhu 2003).

Pro presnéjsi uréeni jsou vybrané pruhy s vyssi intenzitou vyfiznuty, ocistény a opét
namnozeny pomoci PCR s fluorescenc¢né znacenymi nukleotidy a sekvenovany. Ziskané
sekvence se porovnavaji s databazi genové banky pomoci BLASTn algoritmu, ktery podle
podobnosti sekvenci pfiradi konkrétni ¢i nejpodobné;jsi druh (Muyzer et al. 2008; Fliegerova
et al. 2010).

Real-time PCR umoznuje kvantitativni stanoveni jednotlivych druht mikroorganism( ve
vzorku narozdil od klasické motody. Princip je stejny, jen v rozdilu reakéni smési, kterd
obsahuje fluorescenéni barvu (nejcastéji SYBR green), jez se vaze na vznikajici
dvousroubovici DNA. Pritom je zaznamenana probihajici fluorescence pristrojem. Rychlost
vzniku fluorescence odpovidd mnozstvi vzniklého produktu a je pfimo Umérna plvodnimu
mnoztvi DNA vzorku. Kvantifikace je provedena bud porovnanim s kontrolni skupinou
¢i z kalibra¢ni krivky standartu (Malik et al. 2007).

Elektroforéza v gradientovém denaturacnim gelu (DGGE) pUsobi tak,
Ze aplikujete maly vzorek DNA (nebo RNA) na elektroforézni gel, ktery obsahuje denaturacni
Cinidlo. Védci zjistili, Ze nékteré denaturacni gely jsou schopny pfimét DNA tat v rlznych
fazich. V dusledku tohoto taveni se DNA Sifi gelem a mohou byt analyzovany jednotlivé
komponenty, dokonce i malé obsahujici jen 200-700 zakladnich part (Muyzer 2008).

Unikatni natechnice DGGE je, Ze DNA je podrobena stale extrémnim podminkam
denaturace a rozpusti fragmenty zcela do jednotlivych pramend. To umozZnuje rozeznat
rozdily v sekvencich  DNA nebo  mutacich  rlznych  genl: rozdilné  sekvence
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ve fragmentech stejné délky casto zpUsobuji jejich ¢astecné roztaveni na rlznych
pozicich v gradientu, a proto se v gelu zastavivrlznych pozicich. Porovnanim chovani
pfi taveni polymorfnich fragmentl DNA vedle sebe na gradientnich gelech pfi denaturaci je
mozné odhalit fragmenty, které maji mutace (Gray 1989). Umisténim dvou vzork( vedle
sebe na gel umoZnéni jejich identifikovani. Nasledné mohou vyzkumnici snadno vidét ity
nejmensi rozdily ve dvou vzorcich nebo fragmentech DNA.

Popis fungovani HPLC

HPLC (vysokoucinnd kapalinova chromatografie) a IEC (iontové-vyménna
chromatografie) jsou  vyspélé azavedené techniky s  vestavénou  pruznosti
pro izolaci, detekci a méreni miliard sloucenin (analyt() v Siroké Skale vzorovych matric. Tyto
techniky se pouZzivaji v riznych typech laboratofi analytické chemie napfiklad v odvétvich:
patologie, farmaceutiky, biotechnologii, v oblastech  agrochemikalii,  testovani
potravin a napoju, v nemocnicich a veterinarnich klinikach...

Hlavni ¢asti HPLC jsou zdsobnik mobilni faze, pumpa, ddavkova¢ vzorku,
kolona a detektor spojeny se zapisovacem. Pumpa vsttikuje latku pod tlakem nékolik MPa na
kolonu s velkym odporem, odpor je zprostfedkovan malymi ¢asticemi velikosti setin mm. Pist
pumpy, fizeny elektromotorm je pfipojen do kolony kudy proudi kapalina. Smichany roztok
naplni davkovaci smycku o znamém objemu. Po otoceni ventilu se objem smycky zaradi do
mobilni faze, ktera vzorek dopravi do kolony.

Kolona je trubice se stacionarni fazi, taje tvorena ¢asteckami velikosti 5-10 pm.
Zde probihd chromatografické déleni. Plynova chromatografie ma kolonu prazdnou.
Kolonamusi mit maly primér, aby dosSlo krovnovdze co moina nejrychleji
(Francese 2010).

Schéma ¢. 6: (Bartusek a Pazourek 2000)
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Detektor analyzuje slozky pti vystupu zkolony. Pfitomnost analytl je vidét
na pikdch v chromatografu. Pouzivame detektor neselektivni, ten umi identifikovat kterékoli
cizi latky v mobilni fazi. Detektor selektivni detekuje pouze urcity okruh analyt(. Pfikladem
neselektivnim je detektor pracujici na vinové délce 254 nm,
coz je vlnartutové vybojky. Je to hodnota, pfikteré se vétSina organickych molekul
absorbuje.  Konduktometricky = detektor umi selektovat ionty, ddva nulovy
signal v pfitomnosti nenabitych castic. Hmotnostné spektralni detektor detekuje hmotnost
molekul v kazdém chromatografickém piku mobilni faze aten zaregistruje. Viontové
chromatografii je stacionarni faze vyménovac iontl, eluujici mobilni faze je roztok
s obsazenymiionty. Dnes je chromatograf plné fizen pocitacem, ktery obstara davkovani
vzorku, prUtokovou rychlost, slozeni mobilni faze, teplotu, postkolonovou
derivatizaci a protokol o chromatografické anylyze.

V praxi to funguje tak, Ze kapalina ¢i plyn (mobilni faze) pomalu tece okolo latky pevné
(stacionarni  faze). Plocha kontaktu je co moZnd nejvétsi, tim je prostor
k vyméné latek maximalni. Tomu fikdme retence. Dochazi k vyméné latek z jedné faze do
druhé. Radové jsou &astice velké 0,01 mm. V praxi protéka tekutina trubici co? je kolonové
usporadani anebo mezi celulézovymi vldkny.

Schéma €. 7 dle Bartusek & Pazourek (2000)
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Vysvétleni chromatografického procesu, pojmu chromatografické patro

Na obrazku jsou vidét patra, ve kterych se stanovuje rovnovaha. Pfi kontaktu dvou fazi
se faze promichaji. Nasledné mobilni fdze pokracuje dale v proudénianese s sebou
nesorbované analyty. PfiteCe do druhého patra staciondrni faze a nastavi rovnovahu
koncentrace na povrchu mezi staciondrni a mobilni fazi. Cim vice je latka sorbovdna, tim
pomaleji postupuje ve sméru toku. Latky, které se pohybuji stejnou rychlosti maji nulovou
retenci, a tudiz se nesorbuji. | malé rozdily ve velikosti nékolika analytt, které pfi michani
tézko postfehneme, staci pro jejich rozdéleni a nasledné analyzovani (Bartusek & Pazourek
2000).

HPLCalEC jsou provadény injektovanim malého mnozZstvi kapalné smeési
do pohybujiciho se proudu kapaliny (mobilni faze), kterd prochazi sloupcem naplnénym
CastecCkami ze stacionarni faze, vSe probiha za vysokého tlaku.

Napriklad komponent A ma stejnou interakci se staciondrni fazi jako s mobilni fazi.
Komponent B ma silnéjsi interakcise stacionarni fazi nez smobilni fazi.
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Poté, co byla smés Ai B injektovana do sloupce, tyto komponenty s mobilni fazi byly hnany
pres sloupec proudem. Molekuly slozky A budou interagovat se stacionarni fazi a budou ji
absorbovat stejnym zpUsobem, jako mobilni fazi. Proto se sloZka A pohybuje nebo eluuje
pres sloupec stejnou rychlosti, jako mobilni faze.

Pfitomnost kazdé slozky je po jejim prlchodu sloupcem detekovdna detektorem.
Detektor je zafizeni, které snima pritomnost komponentl odliSnych od kapalné mobilni
faze a preménuje tuto informaci na elektricky signal. V pripadé HPLC/IEC lze pouZzit rlzné
typy detektorll, coZ zavisi natom, kterad fyzikalni / chemicka vlastnost analytd muzZe byt
vyuZita. Ztohoto divodu slouceniny A a B budou opoustét sloupec v riznych casech, to
znamena, Ze maji rlzné retencni Casy. Retencni Cas je ¢as meziinjekci a detekci. Detektor
informaci zpracuje a posle ji do pocitace na vyhodnoceni.

Graf detekovaného analytu proti reten¢nimu ¢asu je chromatogram (Francese 2010).



Doporuceni, kterak péstovat Tibi krystalky:

Pomticky: Sklenéna lahev vhodného objemu (osvédcila se tfilitrova),
umélohmotny cednik, trychtyf, ndz, dfevéné prkénko, dfevénd varecka

Poméry slozek: obsah krystalkl = obsah cukru

Na objem jednoho litru vody vystaci ¢tyti polivkové lzice krystalkd.

Ovoce pridejte v pfiméfeném mnozstvi (osvédcila se mi hrst ktizal, dva fiky,
zhruba dvacet rozinek a tfi platky citronu).

Vodni kefir nepotiebuje k Zivotu pfilis. Stac¢i mu jen prevarena nebo odstata voda, cukr
a Cerstvé nebo lépe prirodné susené ovoce — tzn. ovoce, u kterého nebyly

.....

Do vychladlé prevatené nebo odstaté vody nasypeme cukr a michame
do rozpusténi. Pfiddme ovoce (idealné fiky, Svestky, rozinky, kfizaly z jablek, hrusek, tfesni,
merunék..., Tibi krystaly a pllku citronu ¢i limetky.

Zamichdme a uzavieme vickem. (Pozor, nenechavejte dlouho — nebezpeci vybuchu.)
Pokud vite, Ze nebudete moci napoj pravidelné slévat, s péstovanim nezacinejte nebo
pouzivejte misto uzaviratelného vika na prikryti Cistou textilii, kterou pfichytite gumickou,
aby se pod ni nedostaly octomilky.

Nadobu umistime na klidné, poloslunné misto.

Pfi béZné pokojové teploté trva vyroba napoje 2-3 dny, ale pfi letnich vedrech staci
krystalkiim k praci i 24 hodin. Krystalky pokud mozno rano ¢i vecer promichame vareckou,
aby se uvolnil oxid uhlicity.

Hotovy napoj slijeme a pijeme. Krystalky vratime do lahve a proces fermentace
opakujeme.

Jedenkrat tydné krystalky proplachneme ve studené vodé. Snazime se vyhnout
pouzivani kovovych predmétu, protoze kov Tibi krystalkam skodi.

Hotovy napoj mizZeme ihned vypit nebo ho uloZit na 2 - 3 dny do chladnicky
do uzaviratelné nadoby. Po 24 hodinach v chladu se diky doznivajicim kvasnym
proceslim stane pfijemné perlivym.

Pozndmky:
Krystalky rostou a pribyvaji tempem 10 % krystalkd za tfi dny.

Pfi odjezdu na vice dni doporucuji nechat odpocivat krystalky v chladnicce
ve sladkém nalevu ve sklenici s latkou misto uzavéru.
Hotovy napoj se dobfe skladuje v uzaviratelnych sklenénych Iahvich.


javascript:void(0)

