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Antioxidac¢ni aktivita napoje Kombucha
z ruznych druhu ¢aju

Souhrn

Volné radikaly jsou dobfe znamy jak pro své prospesné, tak ale i skodlivé ucinky. Jejich
nadprodukce mé za nasledek oxidacni stres, Skodlivy proces, ktery mtze byt dilezity mediator
poskozeni bunéénych struktur, v¢éetné lipidd, membran, proteini a DNA. Mechanismy obrany
organismu proti nadmérné produkci volnych radikdli jsou zajiStény pusobenim tzv.
antioxidantl. O mnoha potravinaiskych produktech je znamo, Ze obsahuji bioaktivni slozky,
které maji vysokou antioxidacni aktivitu. Mezi takové potraviny patii i kombucha — tradi¢né
vyrabény napoj, ziskany fermentaci slazeného ¢aje symbiotickou kulturou octovych bakterii
a kvasinek. Antioxida¢ni aktivita napoje je pifipisovana piedevsim polyfenolim, slou¢eninam
produkovanym béhem fermentace a synergickému ucinku riiznych slou¢enin nachézejicich se
v éerném a zeleném &aji. Caje jsou povazovany za standardni substraty pro péstovani
kombuchy, nicméné ve snaze ziskat nipoj s atraktivnéj$imi a vylepSenymi vlastnostmi Se
pouzivaji i alternativni materialy, jako naptiklad bylinkové nélevy.

Cilem diplomové prace bylo stanovit antioxidacni aktivitu a obsah fenolickych sloucenin
kombuchy vyrdbéné ze zeleného, cerného, rooibos a lipového ¢aje a dale také ve vzorcich
nefermentovaného ¢aje. Testovani bylo provedeno pomoci Folin-Ciocalteuové (TPC) a DPPH
metod. Nejlepsi vysledky antioxidaéni aktivity a obsahu fenolickych slou¢enin prokazal vzorek
kombuchy z ¢erného ¢aje 12. den fermentace: 1546,78 + 58,64 mg GAE/l (TPC) a IC 50 6,12
+ 1,81 pl/ml (DPPH). Bylo ndmi potvrzeno, Ze antioxida¢ni aktivita a obsah fenolickych
sloucenin v kombuse se progresivné zvysuje s dobou fermentace. Obsah fenoli kombuchy
z ¢erného, zeleného, rooibos a lipového Caje se od 5. do 12. dne fermentace zvysil o 48, 41, 23
a22 %, ahodnoty IC 50 klesly 0 80,47, 32 a27 % ve stejném poradi. Bylo provedeno porovnani
namétenych vysledkli mezi vzorky kombuchy v zavislosti na druhu pouZitého €aje. Vystupem
bylo nalezeni statisticky vyznamného rozdilu mezi vSemi variantami kombuchy. Vyjimku
predstavovaly vzorky kombuchy ze zeleného a ¢erného €aje k 5. dni fermentace, mezi kterymi
se podle obsahu fenolu rozdil neprokazal. Spolu stim byla testovana hypotéza, Ze obsah
fenolickych sloucenin a antioxidacni aktivita u nefermentované¢ho caje bude niZ§i neZ
u kombuchy vyrobené ze stejného Caje. Hypotéza se potvrdila ve vSech porovnavanych
variantach, kromé hodnot IC 50 vzorki kombuchy ze zeleného Caje a ndlevu zeleného Caje,
mezi kterymi rozdil prokazan nebyl.

Vysledky naznacuji, Ze napoj kombucha je velice perspektivni funkénich potravina. Jeji
vyroba je vSak stale pfevazné soustfedéna v femeslném sektoru. Podle literatury neexistuji
témet zadné zaznamy o systematickych pokusech, zkoumajicich vliv konzumace kombuchy
na lidsky organismus. Proto by analyza vyhod a nevyhod konzumace tohoto napoje mohla byt
oblast, na kterou je vhodné budouci vyzkum zamétit. Mély by se objasnit zdravi prospésna
tvrzeni, coz by nasledné mohlo pomoci pii propagaci tohoto napoje mezi spotiebiteli.

Klic¢ova slova: Kombucha, antioxida¢ni aktivita, ¢aj, scoby, DPPH, TPC



Antioxidant activity of kombucha drinks
from different types of teas.

Summary

Free radicals are well known for both their beneficial and harmful effects. Their
overproduction results in oxidative stress, a damaging process that can be an important mediator
of damage to cellular structures, including lipids, membranes, proteins and DNA. The body's
defence mechanisms against excessive free radical production are provided by the action of
socalled antioxidants. Many food products are known to contain bioactive ingredients that have
high antioxidant activity. Among such foods is kombucha, a traditionally produced beverage
obtained by fermenting sweetened tea with a symbiotic culture of vinegar bacteria and yeast.
The drink's antioxidant activity is attributed mainly to polyphenols, compounds produced
during fermentation, and the synergistic effect of various compounds found in black and green
tea. Teas are considered standard substrates for growing kombucha, however, alternative
materials such as herbal infusions are also used in an attempt to obtain a drink with more
attractive and improved properties.

The aim of the thesis was to determine the antioxidant activity and phenolic compound
content of kombucha produced from green, black, rooibos and lime tea and also in samples of
unfermented tea. The testing was carried out using Folin-Ciocalteu (TPC) and DPPH methods.
The best results for antioxidant activity and phenolic compound content were shown by the
black tea kombucha sample on day 12 of fermentation: 1546.78 + 58.64 mg GAE/l (TPC) and
IC 50 6.12 + 1.81 pl/ml (DPPH). It was confirmed by us that the antioxidant activity and
phenolic compound content of kombucha increased progressively with fermentation time. The
phenolic content of black, green, rooibos and lime tea kombucha increased by 48, 41, 23 and
22%, respectively, from the 5th to the 12th day of fermentation, and the IC 50 values decreased
by 80, 47, 32 and 27%, respectively. A comparison of the measured results was made between
kombucha samples depending on the type of tea used. The result was the finding of a
statistically significant difference between all kombucha variants. The exception was the green
and black tea kombucha samples at day 5 of fermentation, which showed no difference in
phenolic content. Along with this, the hypothesis that the phenolic compound content and
antioxidant activity of the unfermented tea would be lower than that of kombucha made from
the same tea was tested. The hypothesis was confirmed in all variants compared, except for the
IC values of 50 samples of kombucha from green tea and green tea infusion, between which no
difference was demonstrated.

The results suggest that kombucha drink is a very promising functional food. However,
its production is still largely concentrated in the artisanal sector. According to the literature,
there are almost no records of systematic trials investigating the effects of kombucha
consumption on the human body. Therefore, analyzing the advantages and disadvantages of
consuming this beverage could be an area where future research should focus. Health claims
should be clarified, which could then help in promoting the drink among consumers.

Keywords: Kombucha, antioxidant activity, tea, scoby, DPPH, TPC
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1 Uvod

Béhem zivota probiha v lidském téle spousta chemickych reakci a produkce volnych
radikali probiha stdle ve vSech buiikach jako soucast normdlni bunééné funkce, ktera je
nezbytna. Casto pod vlivem riiznych neptiznivych faktort se viak poéet volnych radikélt zaéne
zvySovat nad nezbytnou miru. Mechanismy obrany organismu proti nadmérné produkci
volnych radikalll jsou zajiStény plisobenim latek zvanych antioxidanty, které maji schopnost
svou aktivitou snizit mnozstvi volnych radikalli, pfeménit je na méné Skodlivé nebo uplné
zabranit jejich vzniku. Nerovnovaha mezi volnymi radikaly a antioxida¢ni obranou organismu
predstavuje pojem oxidacni stres a vede k poSkozeni bun€k a rozvoji riiznych patologickych
stavil.

Oxidacni stres se podili v patogenezi valné vétSiny lidskych chorob, jako je naptiklad
aterosklerdza, Parkinsonova nemoc, srde¢ni selhani, infarkt myokardu, Alzheimerova choroba
a mnoho dal$ich. Lidsky organismus je schopen si produkovat vlastni G¢inné antioxidanty, ale
jejich mnozstvi a sloZeni neni vzdy dostacujici, a proto se také doporucuje pfijem antioxidanti
s exogennich zdrojii. Nadmérna a nekontrolovand konzumace nékterych antioxidantti v podobé
doplikt stravy miize vést k opacnému efektu a vznik volnych radikalt dokonce vyvolat, a proto
je nejlepsi ptijimat antioxidanty v jejich ptirozené podob¢ ze stravy.

V dnesni dobé se zvysilo povédomi lidi o tloze stravy pii udrzovani dobrého zdravi.
Spotiebitelé ocekavaji, Ze jim potraviny dodaji nejen zakladni ziviny, ale budou také zdrojem
biologicky aktivnich latek, které jsou prospésné pro organismus. Proto je pozorovan neustaly
narlst poptavky po potravinach, které maji zddouci G€inky na télo, coz ovliviiuje rychly rozvoj
nového trhu s potravinami. Jednou z takovych potravin je kombucha, ¢ajovy napoj s vysokym
antioxida¢nim potencialem, ziskany ¢innosti bakterii octového kvaSeni a osmofilnich kvasinek.
Kombucha ziskana z Caje se vyznacuje svymi zdravi prospéSnymi vlastnostmi a udavaji se
slibné vysledky studii in vitro, coz také ptimélo vyzkumné skupiny z celého svéta k hledani
alternativnich surovin pro fermentaci kombuchového népoje. Probihaji pokusy ziskat funkéni
napoje z bylinnych nalevii, ovocnych §tav nebo napiiklad mléka.

Z vyse zminénych divodi jsme v této praci provedli stanoveni antioxidacni aktivity
a obsahu fenolickych slouc¢enin napoje kombucha péstovaného na rliznych druzich substratii
v kombinaci s odlisnou dobou fermentace.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Cile prace:

- Stanovit celkovy obsah fenolickych sloucenin a antioxida¢ni aktivitu napoje Kombucha
z ¢erného, zeleného, rooibos a lipového ¢aje pii rizné dobé kultivace.

- Stanovit obsah fenolickych slou¢enin a antioxidaéni aktivitu ¢erného, zeleného, rooibos
a lipového Caje.

- Porovnat vysledky a vyhodnotit mozny statisticky vyznamny rozdil v antioxida¢ni
aktivité a obsahu fenolickych sloucenin mezi:

a) vzorky kombuchy pfi rizné dobé kultivace,

b) vzorky kombuchy v zavislosti na druhu pouzitého ¢aje,

¢) vzorky nefermentovanych roztokt ¢aje a kombuchy.

Hypotézy:

- Antioxidac¢ni aktivita a celkovy obsah fenolickych slou¢enin v kombuse se progresivné
zvySuje s dobou fermentace.

- Antioxida¢ni aktivita a celkovy obsah fenolickych sloué¢enin napoje kombucha se lisi
Vv zavislosti na druhu pouzitého caje.

- Obsah fenolickych sloucenin a antioxidacni aktivita nefermentovaného ¢aje bude nizsi
nez u kombuchy vyrobené ze stejného caje.



3 Literarni reSerse

3.1 Volné radikaly a antioxidanty
3.1.1 Vznik a ptsobeni volnych radikala

Z chemického hlediska volnymi radikaly jsou nazyvany jakékoliv molekuly, atomy nebo
ionty s neparovymi elektrony ve valen¢ni sféfe, které jsou schopné samostatné existence po
omezenou dobu. Diky neparovému elektronu volné radikaly vykazuji velmi vysokou aktivitu,
ktera spociva ve snaze ziskat dalsi elektron k doplnéni elektronového paru nebo naopak
neparovy elektron odevzdat. Jsou to velmi nestabilni slouceniny, tudiz chemicky vysoce
reaktivni. Volné radikaly velmi snadno a rychle (v fadech mikro — nebo milisekund) oxiduji
nebo redukuji jiné atomy ¢i molekuly, ¢imz se stabilizuji, proto je doba Zivota vétSiny volnych
radikali velmi kratka (Valko et al. 2007; Halliwell & Gutteridge 2015).

K nejznaméjsim reaktivnim slouc¢enindm patii reaktivni formy kysliku (ROS, Reactive
Oxygen Species), reaktivni formy dusiku (RNS, Reactive Nitrogen Species), a také atomy
uhliku, chloru nebo siry. ROS a RNS, ¢asto oznacované jako RONS, zahrnuji jak volné
radikaly, tak neutralni molekuly a anionty, které nejsou radikaly, ale téz vykazuji oxidaéni efekt
(Opletal et al. 2013). Zastupci ROS a RNS jsou uvedeni v tabulkach ¢.1 a ¢.2.

Tabulka ¢.1: Reaktivni formy kysliku (ROS) (Rahman et al. 2012).

Radikal Latky, které nejsou radikaly
Superoxid: O2 Peroxid vodiku: H2O>
Hydroxyl: OH" Kyselina chlorna: HCIO
Peroxyl: RO2 * Kyselina bromna: HBrO
Alkoxyl: RO™ Ozon: O3
Hydroperoxyl: HO2 ™ Singletovy kyslik: 1O,

Tabulka ¢.2: Reaktivni formy dusiku (RNS) (Rahman et al. 2012).

Radikal Latky, které nejsou radikaly
Oxid dusnaty: NO™ Oxid dusicity: NO2
Kyselina dusita: HNO™ Nitrosyl kation: NO

Nitrosyl anion: NO- NO
Oxid dusity: N2Os
Dinitrogen tetroxid: N2O4
Peroxynitrit: ONOO
Alkylperoxynitrit: ROONO

Volné radikaly vznikaji homolytickym s§tépenim kovalentni vazby, redukci nebo oxidaci
vychozi slouéeniny, popiipadé se mohou do téla dostat ze zevniho prostiedi. Jejich vznik mize
byt vyprovokovan fadou chemickych a fyzikalnich jev (viz obrazek ¢.1) (Opletal et al. 2013).
Za exogenni zdroje volnych radikalti jsou povazovany napiiklad UV a ionizujici zéfeni,
cigaretovy kouf ¢i 0zon, ktery zpuisobuje zanétlivé reakce zejména v plicich (Fang et al. 2002).



Endogenné reaktivni ¢astice mohou vzniknout naptiklad pii rozpadu fagocytti a makrofagi, coz
zpusobuje rizné zanéty nebo sepsi. Mohou se také tvotit béhem hyperglykémie, pii syntéze
prostaglandinu nebo methemoglobinu a pii mitochondriadlnim transportu elektront (Pokorny
et al. 2001).

Proces oxidace hraje podstatnou roli v mnoha dulezitych biologickych procesech
naptiklad fagocytéze, pfi bunétné signalizaci, béhem oxidacni fosforylace probihajici
v mitochondriich, tvorbé enzymui a dal$ich vyznamnych biologickych molekul (Ray et al. 2012;
Halliwell & Gutteridge 2015). I kdyz RONS jsou pro organismus nezbytné, stale se o nich
mluvi kvili jejich Skodlivosti. RONS reaguji s dilezitymi proteiny, mastnymi kyselinami,
lipidy, nukleovymi kyselinami a fadou nizkomolekuldrnich sloucenin plnici v metabolismu
buiiky signalni funkce. Po jejich pasobeni dochazi ke ztrat¢ dvojnych vazeb esencidlnich
nenasycenych mastnych kyselin a poSkozeni fosfolipidiit v bunécnych membranach lipida.
Pfi poSkozeni proteinii se méni jejich sekundarni a terciarni struktura, tim padem se méni
reaktivita s nékterymi enzymy a transport iontt.. Disledkem poskozeni DNA jsou zlomy fetézcti
s naslednymi mutacemi, translaénimi chybami a inhibici proteosyntézy. Jejich vlivem muze
také Casto dojit k nekrotické nebo apoptické smrti buniky (Opletal et al. 2013; Miillerova 2014).

Vznik volnych

Endogenni zdroje radikald Exogenni zdroje
- autooxidaéni reakce - UV zafeni
- enzymové reakce - ionizujici zafeni
- mitochondrialni - cigaretovy kouf
elektronovy transport - 0zén
02 - ;H.0O7
Prechodné kovy
Fe Cut
OH"

-— | -

Peroxidace lipidd Modifikace DNA Degradace protein

} } }

Poskozeni tkané

Obrazek ¢.1: Vznik volnych radikalt a dasledky jejich poskozeni
(upraveno podle Young & Woodside 2001).
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3.1.2 Antioxidanty

Vystaveni organismu volnym radikdlim z rGznych zdroji vedlo k tomu, ze lidsky
organismus si vyvinul fady obrannych mechanismi: preventivni, repara¢ni, fyzickou obranu
a antioxidac¢ni (Fang et al. 2002; Valko et al. 2007). V diivéjSich publikacich Halliwell
& Gutteridge (1989; 1992) uvadéji pojem antioxidant jako ,.jakakoliv latka, ktera, kdyz je
pfitomna v nizkych koncentracich ve srovnani s oxidovatelnym substratem, inhibuje nebo
vyznamné zpomaluje oxidaci tohoto substratu. Avsak v pozd¢jSich publikacich Halliwell
& Gutteridge (2010, 2018) definuji antioxidant jako ,,latku, ktera pfimo vychytava ROS nebo
nepiimo pusobi na zvySeni antioxidac¢ni obrany nebo inhibuje produkci ROS*“. Molekuly
s antioxida¢nimi vlastnostmi mohou byt produkovany endogenné nebo pozity exogenné dietou
a potravinovymi doplnky.

Antioxidanty mohou inhibovat nebo zpomalovat oxidaci fadou mechanismu, vcetné
vazani kovovych iontli, zachycovani reaktivnich forem kysliku, pfemény hydroperoxidi na
neradikalové druhy a pohlcovani UV zafeni (Gulcin 2020). Aktivita antioxidantd zavisi nejen
na jejich strukturnich vlastnostech, ale také na mnoha dalSich faktorech, jako je koncentrace,
teplota, Uroven osvétleni, typ substratu, fyzikédlni stav systému, stejné jako na mnoha
mikrolozkach pusobicich jako prooxidanty nebo synergisty (Gulcin et al. 2012).

Stale vice se predpoklada, ze vyziva mize hrat zasadni roli pii obrané proti oxidativnimu
stresu a poskozenim vyvolanych volnymi radikaly. Proto jsou pro ochranu dilezité ur€ité Ziviny
a slozky stravy s antioxidacnimi vlastnostmi. Obecné plati, Zze na antioxidanty jsou bohaté
zelenina a ovoce, obilné ceredlie, lusténiny, ofechy atd. Bylo také identifikovano vice nez 3100
antioxidantll v potravinach, jako jsou napoje, kofeni, bylinky a dopliiky, které jsou pravidelné
konzumovany riznymi kulturami (Rajendran et al. 2014).

Mnoho syrovych potravin obsahuje pfirodni antioxidanty, vcetné enzymi jako jsou
superoxiddismutaza (SOD), glutathionperoxidaza (GPx) a kataldza (CAT), a neenzymovych
antioxidant, jako napiiklad karotenoidy, P-karoten, lutein, lykopen, tokoferol a dalsi
sloucCeniny v rostlinach. Kazda skupina téchto antioxidanti se skladd z tady strukturné
odlisnych sloucenin, napt. dosud bylo identifikovano vice nez 600 riznych karotenoidii a asi
50 z nich se mize vyskytovat v lidské stravé (Rajendran et al. 2014; Guicin 2020). V tabulce
¢.3 jsou uvedené zdroje nékterych ptirodnich antioxidanti.

Tabulka ¢.3: Vybrané zdroje prirodnich antioxidantt (Chib et al. 2020).

Slouceniny Ptirodni zdroje
Kyselina askorbova  Citrusové plody, zelena paprika, listova zelenina
Tokoferol Rostlinné oleje, vlasské ofechy, arasidy, mandle, seminka
[-karoten Mango, papédja, dyné, paprika
Antokyan Ttesné, Cervena cibule, cervené brambory
Lykopen Mrkev, dyn¢, hrozny, meloun
Extrakty Extrakt ze zelené¢ho Caje, rozmarynu, Salvéje, hiebicku, oregana,

tymianu, ovsa, ryZzovych otrub
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SOD katalyzuje jednoelektronovou dismutaci superoxidu na peroxid vodiku a kyslik.
Katalaza je enzym obsahujici porfyrin, ktery katalyzuje dvouelektronovou dismutaci peroxidu
vodiku na kyslik a vodu. GPx se podili nejen na odstranovani peroxidu vodiku, ale také na
preméné lipidovych hydroperoxidii na jejich odpovidajici alkoholy. a-Tokoferol je Siroce
pfitomen v membranach a mize byt regenerovan ze své oxidované formy redukci vitaminu C,
ale zda je tento mechanismus aktivné funk¢ni in vivo neni stale jisté. f-Karoten kromé toho, Ze
pusobi jako prekurzor vitaminu A je u¢innym zhase¢em singletového kysliku. (Serafini 2006).
Nékolik mineral, v malych mnozstvich, je také nezbytnych pro nékteré enzymatické
antioxidacéni aktivity. Proto jsou samy o sobé nékdy povazovany za antioxidanty. Napiiklad
selen je nezbytnou soucasti GPx, zatimco méd’, zinek a mangan jsou zasadni pro aktivitu SOD
(Sharifi-Rad et al. 2020).

Antioxidanty také l1ze rozdélit do dvou kategorii v zavislosti na jejich rozpustnosti:
rozpustné ve vod¢ a rozpustné v tucich. Antioxidanty rozpustné ve vodé jsou nejlépe
absorbovany do téla, protoZze zelenina a ovoce, které takové antioxidanty obsahuji, také
obsahuji vodu. Na druhou stranu jsou rychle vylouceny z téla moc¢i. Mezi ve vodé rozpustné
antioxidanty patii napiiklad polyfenoly a vitamin C. Lipofilni antioxidanty jsou ty, které jsou
absorbovany v ptitomnosti tukl. Proto pfi nedostatku tukli nemuize télo tyto antioxidanty
vstiebat a vyuzit. Je v§ak dulezité poznamenat, Ze nejsou snadno Odstranitelné z téla a mohou
se Casem hromadit a piekracovat nezbytnou uroven. Vitamin E je pfikladem antioxidantu
rozpustného V tucich (Lazzarino et al. 2019; Sharifi-Rad et al. 2020).

Syntetické antioxidanty se zdmérné piidavaji do potravin, aby zabranily nebo oddalily
nastup oxidace lipidli béhem zpracovani a skladovani tukdl, olejl a potravin obsahujicich lipidy.
Potravinaisky prumysl je pouziva jiz zhruba 70 let. Témét vSechny zpracované potravinaiské
produkty (viz tabulka ¢.4) obsahuji syntetické antioxidanty, o kterych se uvadi, Ze jsou
bezpecné, ackoli existuji studie naznaujici pravy opak (Carocho & Ferreira 2013).
Nejpopularnéjsi pouzivané syntetické antioxidanty jsou fenolické slouceniny, jako butylovany
hydroxyanisol (BHA), butylovany hydroxytoluen (BHT), terc-butylhydrochinon (TBHQ),
propylgalat (PG) a oktylgalat (OG) (Gulcin et al. 2012).

Tabulka ¢.4: Zdroje nékterych syntetickych antioxidantti (Chib et al. 2020).

Slouceniny Zdroje
BHA! Pekaiské vyrobky, masné vyrobky, kofeni, obiloviny, rostlinné oleje,
napojove smesi, dezertni smeési, ofechy
PG? Sadlo, rostlinné oleje, obiloviny, krmiva
BHT? Snidanové cerealie, pe€ivo, bramborové lupinky, rostlinné oleje, maslo,

margarin, mrazené¢ moiské plody, zdklad zZvykacek
TBHQ* Suché cerealie, jedlé tuky, polevy na pizzu, bramborové lupinky, dribez,
maso

BHA! — butylovany hydroxyanisol, PG? — propylgalat, BHT® — butylovany hydroxytoluen, TBHQ* — terc-
butylhydrochinon.

Pouziti syntetickych antioxidantli je omezeno a regulovano, coz vyZzaduje hledani

24

12



antioxidanty pro potravinatské aplikace a roste trend spotiebitelskych preferenci vii¢i pfirodnim
antioxidantim (Gulcin 2020).

Rovnovaha mezi oxidaci a antioxidaci je kriticka pro udrzeni zdravého biologického
systému. Nizké davky antioxidantli mohou byt pro tento systém ptiznivé, ale velka mnozstvi
mohou rovnovahu narusit (Rajendran et al. 2014). V dasledku poruchy rovnovazného stavu
mezi produkci volnych radikalu a antioxida¢ni obranou dochazi k nadmérné produkci ROS
a k vyvolani takzvaného oxidac¢niho stresu, ktery inhibuje normalni funkce bunécnych lipidi,
proteinii, DNA a RNA (Buldurun et al. 2020).

Prostfednictvim monitorovani biomarkert (reaktivni formy kysliku a dusiku,
a antioxida¢ni obrana) je naznaceno, ze v patogenezi mnoha chronickych onemocnéni jako je
rakovina, Alzheimerova a Parkinsonova choroba, srde¢ni onemocnéni, mize byt zahrnuto
oxida¢ni poskozeni (Rahman et al. 2012). Antioxidanty mohou chranit lidské télo pied volnymi
radikaly a Uc¢inky ROS, proto se fada védeckych studii stale zabyva riiznymi zdravotnimi
pfinosy antioxidantt (Sindhi et al. 2013). Napiiklad Ganceviciene et al. (2012) popsali rtizné
strategie v 1é¢b¢ starnuti vyvolaného vnitinimi a vnéj$imi pfic¢inami. Tu & Tawata (2015)
analyzovali in vitro esencialni oleje pro antioxida¢ni aktivitu. Petyaev (2016) studoval vliv
lykopenu, ktery snizuje oxid dusnaty, ROS a lipidovy peroxylovy radikal. Xiong et al. (2017)
diskutovali o potencidlnim ucinku methylenové modii, coz je mitochondridlné zacileny
antioxidant pusobici jako ¢inidlo proti starnuti. Li et al. (2015) studovali oxida¢ni stres
a antioxidaéni terapii u jaternich poruch. Trujillo et al. (2013) hodnotili terapeutickou aktivitu
kurkuminu pfi chronickém selhani ledvin, diabetické nefropatii a ischemii. Ruzné studie
tykajici se volnych radikald, oxidacniho stresu a antioxidacni aktivity jiz odhalily vyznamné
prospésnou roli antioxidanti a jejich specifickou roli vic¢i riznym onemocnénim
(viz tabulka ¢.5).

Tabulka &.5: Uéinky na zdravi spojené s pfijmem antioxidanti
(Upraveno podle Rajendran et al. (2014))

Antioxidanty Vliv na zdravi

Vitamin C Chrani pied rakovinou a srdecnimi chorobami. Zlepsuje zdravi
chrupavky, kloubt a kiize. Udrzuje zdravi imunitniho systému a zlepsuje
tvorbu protilatek. Zvysuje vstfebavani zivin a ochranu proti H2O2
indukovanym zlomtim fetézce DNA.

Vitamin E Ptedchazi ischemické chorobé srdecni a tvorbé krevnich sraZenin.
Snizuje dlouhodobé riziko demence a Parkinsonovy choroby ale také
vyskyt rakoviny prsu a prostaty.

Polyfenoly Inhibuji oxidaci LDL! a agregaci krevnich desti¢ek. Snizuji riziko
infarktu myokardu a maji antikarcinogenni 0Cinky. Pouzivaji se
k  prevenci  neurodegenerativnich  onemocnéni,  0Steoporozy
a diabetu. Pasobi jako ochrana pied neurotoxickymi léky. Inhibuji
absorpci nehemového zeleza.

Cu, Zn, Mn, Se Jsou to Kkofaktory antioxida¢nich enzymii Cu/Zn-SOD? Mn-SOD

a GPx3. Puisobi jako ochrana proti oxidaci lipidti, LDL, proteini a DNA.
LDL! - nizkodenzitni lipoprotein. SOD? — superoxid dismutaza. GPx® — glutathion peroxidaza.

13



3.2 Antioxidacni aktivita

Princip antioxidacni aktivity je zalozen na schopnosti elektronli neutralizovat piipadné
volné radikaly. Antioxidac¢ni aktivita také souvisi s po¢tem a povahou hydroxyla¢niho vzoru na
aromatickém kruhu. Obecné se predpoklada, ze schopnost plisobit jako donor vodiku a inhibice
oxidace jsou zesileny zvySenim poctu hydroxylovych skupin ve fenolovém kruhu
(Gulcin 2020).

V soucasné dob¢ stale roste zajem o latky s antioxidacnimi vlastnostmi, které jsou do
lidského organismu dodavany jako slozky potravy nebo jako specifickd preventivni 1éCiva
(Watawana et al. 2015). Efektivni vyzkum piirodnich zdroji antioxida¢nich slouc¢enin vyzaduje
spolehlivé metody hodnoceni antioxidacni aktivity. Tyto metody se od sebe lisi z hlediska
mechanismu antioxida¢ni reakce, typu substratu, oxidantu a cilového druhu, reakcnich
podminek, inicidtoru oxidace, a snadnosti ovlddani (Gulcin 2020).

3.2.1 Metody stanoveni antioxidacni aktivity.

Rizné metody hodnoceni antioxidacni aktivity spadaji do tii odliSnych kategorii,
jmenovité spektrometrie, elektrochemické testy a chromatografie (Moharram & Youssef 2014).
Na zéklad¢ zplisobu tcinku Ize antioxidacni testy rozdélit do dvou hlavnich skupin, a to testy
pfenosu atomu vodiku (HAT) a testy ptenosu jednoho elektronu (SET). Dané testy jsou
dostupné, rychlé a typicky automatizované. Testy zalozené na HAT (ORAC, LPIC, 10C,
ABTS) méfi schopnost antioxidantu uhasit volné radikaly (obecné peroxylové radikaly
povazované za biologicky relevantnéjsi) darovanim atomu H. Antioxida¢ni aktivitu lze urcit
z kinetiky kompetice méfenim kiivky rozpadu fluorescence sondy v nepfitomnosti
a pritomnosti antioxidant, integrovanim oblasti pod témito kiivkami a hledanim rozdilu mezi
nimi. Spektrofotometrické testy zalozené na SET (TEAC, DPPH, TPC) méii kapacitu
antioxidantu pfi redukci oxidantu, ktery pifi snizeni méni barvu. Stupen barevné zmény (bud’
zvySeni nebo snizeni absorbance sondy pii dané vlnové délce) koreluje s koncentraci
antioxidantt (Munteanu & Apetrei 2021).

Je tieba zdiiraznit, Ze aktivita nesmi byt hodnocena na zéklad¢ testovani pouze jednou
metodou. Pro stanoveni antioxidacni aktivity sledovaného vzorku by mélo byt pouZito nékolik
metod, i kdyz prakticky je obtizné porovnavat jednu metodu s jinou. Volba vhodné metody
nebo kombinace metod je diilezita pro validni posouzeni antioxida¢ni aktivity.
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3.3 Kombucha

3.3.1 Kombuchovy napoj

Fermentace je jednou z nejstarSich metod zpracovani potravin. Je to chemicky proces
pfemény pfirodnich latek za ucasti mikroorganismu (bakterii a kvasinek) a jejich enzymi
na latky jednodussi, tedy snadnéji vyuzitelné pro lidské traveni. Mnoho biochemickych zmén,
které mohou ovlivnit vlastnosti konecného produktu jako je naptiklad obsah bioaktivnich latek,
nastavaji béhem fermentace. Tento proces se uspésné pouzivd pro vyrobu a extrakci
bioaktivnich sloucenin Vv potravinaiském a napojovém pramyslu (Villarreal-Soto et al. 2018).

Kombucha je ndpoj ziskany fermentaci slazeného Caje symbiotickou kulturou octovych
bakterii a kvasinek, konzumovany pro své blahodarné Ui€inky na lidské zdravi. Tento népoj se
v mnoha zemich konzumuje jiz velmi dlouhou dobu a zajem o néj stale roste, protoze védecké
zpravy naznaCuji jeho prospésnost pro zdravi a schopnost pomoci ptredchazet riznym
chronickym onemocnénim (Dufresne & Farnworth 2000). Nékteré jeho piiznivé Gcinky jiz byly
prokazany: antimikrobialni, antioxida¢ni, antikarcinogenni (Jayabalan et al. 2011),
antidiabeticky (Aloulou et al. 2012; Bhattacharya et al. 2013), 1é¢ba zalude¢nich viedd
(Banerjee et al. 2010) a vysokého cholesterolu (Yang et al. 2009).

Kombucha pochazi z Ciny, kde byla cenéna jesté 220 pi. n. 1. béhem dynastie Tsin pro
své detoxikacni a energizujici vlastnosti. Samotnou kombuchovou kulturu 1ze oznacit nékolika
nazvy: scoby (symbiotické spojeni bakterii a kvasinek), mate¢ni kultura anebo tak zvana
,»cajova houba®. Nazev kombucha pochazi ze jména korejského 1ékafe Komba, ktery v roce 414
ptivezl fermentovany ¢aj do Japonska z Koreje, pro 1é¢eni zazivacich potizi cisafe Inkyo. S
rozSifovanim obchodnich cest kombucha byla zavezena do Ruska a poté do vychodni Evropy,
kolem 20. stoleti se dostala i do Némecka. V 50. letech se napoj dostal do Francie a severni
Afriky, kde se jeho konzumace stala velmi popularni (Dufresne & Farnworth 2000; Coelho et
al. 2020).

O nékolik desitek let pozdgji Svycarsti védei konstatovali, Ze konzumace kombuchy je
stejné prospésnd jako jogurt diky piitomnosti kyselin, které podporovaly riist prospesnych
bakterii ve stfevé (Frank 1995). Od té doby se popularita napoje zvysila a kombucha byla
uvedena na trh s fadou novych piichuti. Tento osvézujici napoj chutnajici jako Sumivy jable¢ny
most se ¢asto vyrabi v domacnosti fermentaci ¢aje pomoci ,,Cajové houby* pfenaSené z domova
do domova. Scoby je mozné zakoupit na riznych webovych strankach nebo fyzickych
maloobchodnich prodejnach (Coelho et al. 2020).

3.3.2 Zdravotni pFinosy pro lidsky organismus

Je znamo, ze napoj Kombucha ma mnoho profylaktickych a terapeutickych vyhod. Uvadi
se, ze pomaha pii traveni, ulevuje pii artritidé, ptisobi jako projimadlo, pfedchdzi mikrobialnim
infekcim, bojuje proti stresu a rakoving, poskytuje tlevu pii hemoroidech, mé pozitivni vliv na
hladinu cholesterolu a usnadiuje vylucovani toxind i ¢isténi krve (Dufresne & Farnworth 2000;
Malbasa et al. 2011; Jayabalan et al. 2014).

Tento ndpoj je spojovan s ovlivnénim gastrointestinalni mikrobidlni flory ¢loveka tim, ze
pusobi jako probioticky napoj a pomaha vyrovnavat stievni floru, ¢imz do urcité miry
usnadiuje normalizaci stfevnich ¢innosti (José Santos Junior et al. 2009; Jayabalan et al. 2014).
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Dufresne & Farnworth (2000) a Jayabalan et al. (2014) uvadéji, ze kombucha ma schopnost
zlepSit zdravi vlast, kiize a nehtl, snizit stres a nervové poruchy, snizit nespavost, zmirnit
bolesti hlavy, snizit touhu po alkoholu a zabranit vzniku infekci mo¢ového méchyte. Piiznivym
ucinkem tohoto napoje je také sniZeni kalcifikace ledvin.

SniZzeni menstruacnich poruch a menopauzalnich navalt horka, zlepSeni zraku, bunécna
regenerace, stimulace zlazovych systému v téle, zmirnéni bronchitidy a astmatu a zlepSeni
celkového metabolismu je n€kolik dalSich zdravotnich vyhod, o kterych se tvrdi, Ze jsou
spojeny s konzumaci kombuchy (Jayabalan et al. 2014). Ptiznivé G¢inky tohoto napoje jsou
pfipisovany pfitomnosti metabolickych produkti uvoliiovanych do nalevu béhem fermentace.
Predpoklada se, ze vétSina zdravotnich pfinost je zpiisobena jeho potencidlem zachycovat
radikaly.

V nedavné dob¢ védci poskytli védecké dikazy objasiujici terapeutické ucinky napoje
ze studii in vitro. Nicmén¢, na rozdil od po¢tu studii provedenych na jinych fermentovanych
produktech, jako je fermentované mléko, mnozstvi studii provedenych na tomto napoji je stale
velmi malé a existuje vazny nedostatek védeckych dukazi prospé$ného vlivu na lidsky
organismus (Watawana et al. 2015; Soares et al. 2021).

3.3.3 Mikrobialni sloZeni scoby

Scoby (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) je trojrozmérna celuléozova vrstva,
sestavajici se z kment bakterii a kvasinek zijicich v symbidze. Diive byla kombucha
oznacovana jako spolecenstvi kvasinek a octovych bakterii. Pozdé€jsi vyzkumy prokazaly
ptitomnost bakterii mlécného kvaseni a jejich vysoké koncentrace v poslednich fazich
fermentace (Zhang et al. 2011). Nékolik studii ukazalo, ze mikrobialni slozeni scoby se miize
mezi fermentacemi celosvétoveé liSit podle regionu a dostupnosti rastu bakterii a kvasinek
(Bhattacharya et al. 2016; Coton et al. 2017). V tabulce ¢.6 jsou uvedené nékteré nejcastéji

vyskytujici se mikroorganismy v kombuse.

Tabulka ¢.6: Vybér hlavnich mikroorganismu scoby
(Upraveno podle Soares et al. (2021); Laavanya et al. (2021))

Bakterie
Acetobacter aceti

Kvasinky
Schizosaccharomyces pombe

Saccharomycodes ludwigii
Kloeckera apiculata
Saccharomyces cerevisiae
Zygosaccharomyces bailii
Brettanomyces lambicus
Brettanomyces claussenii
Pichia fermentans
Torulopsis
Candida kefyr
Candida krusei
Lachancea thermotolerans
Lachancea fermentati

Acetobacter pasteurianus
Bacterium gluconicum
Komagataeibacter xylinus
Komagataeibacter rhaeticuse
Lactobacillus fermentum
Enterobacter cancerogenus
Oenococcus oeni
Gluconacetobacter europaeus
Gluconobacter saccharivorans
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Interakce mezi mikroorganismy scoby je velice slozity a dulezity proces. Kvasinkové
bunky uvoliuji vitaminy a dal§i ziviny, které stimuluji rast dalezitych bakterii. VétSina
mikrobialnich druhii vylucuje metabolické produkty, které mohou bud’ stimulovat nebo
inhibovat specifickou rychlost rastu jinych druha, ¢imz se vytvaieji komenzalistické nebo
amensalistické interakce. Nékteré skupiny bakterii, jako jsou bakterie mlécného a octového
kvaSeni, stejné jako druhy kvasinek, jako je Saccharomyces cerevisiae, maji dobie zavedené
ulohy ve fermentaci. Dodnes vSak existuje mnoho dalSich druhd, jejichz role nebyly obsirné
charakterizovany, ani interakce mezi nimi. V ptipadé kombuchy ptisobi rizné druhy kvasinek
a bakterii paralelné a vytvareji dva rtzné konecné produkty: fermentovany caj a biofilm
(Villarreal-Soto et al. 2018).

Bakterie Komagataeibacter xylinus vytvaii celul6zovy biofilm, ktery je povazovan za
sekundarni metabolit fermentace a je jednou z dulezitych charakteristik tohoto procesu. Nazev
,houba® je zavadéjici termin pouZzivany pro biofilm. Vzhledem k tomu, Ze tenkd membréana na
povrchu ¢ajového nalevu piipomina plavouci houbu a jsou tam ptitomné rizné druhy kvasinek,
biofilm ziskal nazev ,,¢ajova houba“. Tento biofilm pomaha pii ochrané bunék pred extrémné
nepiiznivymi podminkami, jako je ultrafialové zafeni nebo vysoky hydrostaticky tlak a jakékoli
jiné environmentalni vyzvy. Pomahd také pfi neustdlém vystavovani bakterii aerobnimu
prostiedi, které je nezbytné pro fermentaci. Celul6za produkovana bakteriemi je sestavena
z mikrofibril, které jsou 100krat mensi ve srovnani s rostlinnou celuléozou. Mikrofibrily
vytvareji 3D strukturu asi 1 000 jednotlivych glukanovych fetézct, které mohou pojmout az
200krat vice vody ze své suché hmoty a maji vysokou piizpusobivost a velkou elasticitu (Soares
et al. 2021; Laavanya et al. 2021; Antolak et al. 2021).

Celuloza, ktera je primarné tvofena bakteriemi v kapaliné, spotiebovava veSkery
rozpustény kyslik. Nasledné se zvysi na rozhrani vzduch-kapalina a pfitomné mikroby za¢nou
vyuzivat atmosféricky kyslik k vyrob& nové celulézové vrstvy, kterd piekryva vytvorenou
primarni vrstvu. Jak se Cas prodluzuje, tloustka biofilmu se také zvySuje a zlstava jako
suspendovana struktura v nalevu, dokud je dostatek kysliku. Pti nedostatku kysliku se proces
zastavi a bakterie zlstavaji v klidovém stavu jak v biofilmu, tak v tekuting, ktery 1ze aktivovat
pomoci slazeného ¢ajového extraktu nebo lze pouZit jako inokulum pro po sobé jdouci Sarze
fermentace. Vyhodou této formy vyroby celul6zy je, Ze bakterie rychle roste za kontrolovanych
podminek a mize produkovat celulézu z rGznych zdroji uhliku, véetné glukoézy, ethanolu,
sacharo6zy a glycerolu (Esa et al. 2014; Laavanya et al. 2021).

Nékolik védeckych studii prokazalo, ze pocet kvasinek v kombuse pievysuje pocet
bakterii. Jak fermentace postupuje, kyselost napoje se zvysuje. V dasledku hladovéni kyslikem
zpusobeného vysokou kyselosti se také snizuje pocet zivotaschopnych mikrobidlnich bunék
ptitomnych v ¢aji kombucha. Uvadi se, ze pocet kvasinek a bakterialnich bun¢k v nalevu je
vy$$i nez pocet bunék v celulozovém biofilmu (Chen & Liu 2000; Goh et al. 2012).

Navzdory obvyklym mikrobiologickym rozdiliim scoby, nékolik fyzickych charakteristik
naznacuje kvalitni kulturu. Biofilm musi mit tlouStku mezi 6 a 12 mm. Pokud je pfili$ tenky,
muze byt kontaminovan, ale zdrovenh muze branit vstupu kysliku potfebného k jeho vyrobé,
je-li prilis husty. Zdravé scoby vzdy produkuji nové kultury a barva se méni od bilé az po svétle
hnédou (Crum & LaGory 2016).

17



3.3.4 Chemické sloZeni a bioaktivni latky

Bioaktivni latky obsazené v kombuse mohou pochazet jak z ¢aje (fenolické slouceniny,
polysacharidy, vitaminy, minerdly, aminokyseliny), tak z metabolické aktivity mikroorganismu
podilejicich se na fermentaci tohoto napoje. Mezi bioaktivni slouceniny ziskané za ucasti
mikroorganismi patfi polyfenoly (vyplyvajici z metabolické aktivity scoby), organické
kyseliny, vitaminy, enzymy, proteiny, jako jsou bakteriociny (viz obrazek ¢.2) (Antolak et al.
2021).

Bakterie octového kvaseni Kvasinky Bakterie mlécného kvaseni

Syntéza kyseliny mlééné
Biosyntéza vitaminu B
Probioticky potencial

* Syntéza vitaminu C * Biosyntéza vitaminu B

» Syntéza kyseliny glukuronové « Syntéza ethanolu

* Podili se na pfeméné » Produkce aminokyselin
fenolickych slouéenin

* Syntéza kyseliny octoveé

Podili se na preméné
« Podili se na preméné fenolickych slouéenin
fenolickych sloucenin * Produkce bakteriocin

* Produkce bioaktivnich peptidd

Obrazek ¢.2: Bioaktivni latky v kombuse (upraveno podle Antolak et al. (2021))

Ptitomnost a mnozstvi chemickych slozek jsou variabilni, pfedev§im v zavislosti na
mikroorganismech symbiotické kultury pouzivanou pro fermentaci kombuchy, dobé
fermentace, obsahu sachar6zy a druhu pouzitého Caje. Jakakoli zména podminek fermentace
mize ovlivnit kone¢ny produkt (Martinez Leal et al. 2018; Villarreal-Soto et al. 2018).

Na obrazku €.3 je pfedstaven metabolismus substratii symbiotickou kulturou bakterii
a kvasinek. Na zacatku fermentace komunita kvasinek metabolizuje sacharézu ptitomnou
v médiu na glukézu a fruktozu a produkuje ethanol. Molekuly glukézy se v diisledku oxidace
glukozooxidazou stavaji substratem pro octové bakterie k produkci organickych kyselin, jako
je kyselina octova, glukonova, glukuronova a dal$i, a molekuly fruktdézy se preménuji na
kyselinu octovou. Vznikla kyselina octova plsobi jako stimulant pro kvasinky, aby
produkovaly vice ethanolu a tento ethanol zase muize byt ndpomocny bakteriim k ristu
a produkci kyseliny octové. Tento proces vede k akumulaci ethanolu a kyseliny octové v médiu
a pusobi jako antimikrobidlni ¢inidlo zabrafujici kontaminaci patogennimi mikroby. Kofein
a slouceniny jako teofylin a teobromin, které jsou pfitomné v ¢ajovém extraktu, také pomahaji
stimulovat produkci celuldzy bakteriemi aktivaci celulogennich komplexii. Bakterialni buiiky
jsou také stimulovany vitaminy a dal§imi zivinami, které se uvolnuji v disledku smrti
a autolyzy kvasinkovych bunék (Dufresne & Farnworth 2000; Laavanya et al. 2021).
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Obrazek ¢.3: Metabolismus substratt kulturou scoby (upraveno podle Laavanya et al. 2021).

3.3.4.1 Organické kyseliny

Mezi hlavni organické kyseliny v kombuse patfi kyselina octova, mlécnd, glukonova
a glukuronova. V menS$im mnozstvi jsou tam také pfitomné citronova, jable¢na, vinna,
malonova, $tavelova, jantarova a pyrohroznova kyseliny (Miranda et al. 2022). Zdravotni
ptinosy pfitomnosti organickych kyselin v kombuse jsou antimikrobialni aktivita, detoxikace
organismu, zvySend biologickd dostupnost fenolickych sloucenin a také vliv na hormonalni
rovnovahu (Kaewkod et al. 2019).

Kyselina octova je syntetizovana bakteriemi octového kvaSeni z ethylalkoholu
alkoholdehydrogenazou a poté aldehyddehydrogenazou a je zodpovédna za kyselou vini a chut’
napoje. Vyrabi se v nejvyssi koncentraci a bylo prokazano, ze konzumace kyseliny octové
v mirném mnozstvi zpomaluje vyprazdilovani zaludku, blokuje u€inek disacharidaz a zvySuje
vychytavani glukézy jatry a svaly, coz snizuje jeji hladinu v Krvi. Navic mize také inhibovat
lipogenezi a drdhu cholesterologeneze v jatrech, takze je zodpovédna za snizeni celkového
cholesterolu, LDL cholesterolu a triglycerida v séru (Zubaidah et al. 2019). Obsah sachardzy
urcuje aktivitu kvasinek a bakterii mlééného kvaSeni, obou skupin mikroorganismi
odpovédnych za tvorbu ethylalkoholu pfi fermentaci nalevii. Ovliviiuje to také koncentraci
kyseliny octové. Nakonec pii dlouhodobé fermentaci, po plném vyuziti sacharidl a etanolu,
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zacnou octové bakterie oxidovat kyselinu octovou, coz ma za nésledek postupny pokles
koncentrace této organické kyseliny (Martinez Leal et al. 2018; Antolak et al. 2021).

Kyselina glukonova je pfirozené se vyskytujici sloucenina, ktera zlepSuje senzorické
vlastnosti vina, octii a medu. Je produktem oxidace D-glukézy bakteriemi octového kvaseni,
zejména Gluconobacter oxydans, a také kmeny Komagataeibacter xylinus. Obecné se ma za to,
7e fermentace zacina oxidaci glukozy na kyselinu glukonovou K. xylinus (Coelho et al. 2020).

Kyselina glukuronova se vyrabi oxidaci glukozy octovymi bakteriemi patiicimi do rodu
Komagataeibacter. Mezi kyselinami nachéazejicimi se v kombuse je to kyselina s nejsilngjsimi
detoxikacnimi vlastnostmi. Slou¢enina vaze toxiny pfitomné v jatrech, coz umoziuje jejich
ucinné vylucovani. Kyselina glukuronové je navic prekurzorem vitaminu C. Podili se na
glukuronizaci, zvysuje dostupnost fenolickych sloucenin, které nasledné zptisobuji neutralizaci
volnych radikala a zabranuji oxidaci polynenasycenych mastnych kyselin. Glukuronizace navic
hraje vyznamnou roli také pfi hormondlnim deficitu nebo nadbytku steroidnich hormoni:
zvySena rozpustnost steroidii ve vodé zlepSuje jejich biologickou dostupnost pii nizkych
koncentracich v téle, zatimco v ptipad€ vysokych hladin steroidnich hormonti vazba umoziuje
jejich vylucovani (Coelho et al. 2020; Antolak et al. 2021).

Kyselina mlé¢na je produktem homo nebo hetéro metabolismu bakterii mlécného
kvaSeni. K produkci kyseliny mlééné z hexdzy a pentézy homofermentativnimi kmeny
(napt. Lactococcus spp.) dochéazi cestou glykolyzy a pentdzofosfatové drahy, zatimco
heterofermentativni kmeny (napt. Oenococcus spp., Leuconostoc spp., Levilactobacillus
brevis) pouzivaji fosfoglukonatové cesty (Abedi & Hashemi 2020). Kyselina mlé¢na snizuje
pH kombuchy, coz ptispiva k antimikrobidlnim schopnostem. Ma také pozitivni vliv na lidské
zdravi, zlepSuje krevni ob¢h a zabrafiuje tvorbé krevnich srazenin (Dufresne & Farnworth
2000).

3.3.4.2 Vitaminy

Vitaminy pfitomné v ¢ajovych nalevech jsou predev§im nizké hladiny vitamin@ skupiny
B, vitamini E, K a A, a také vitaminu C (Dufresne & Farnworth 2000). Podobné jako fenolické
slou€eniny vykazuji vitaminy silné antioxidacni vlastnosti. Vitamin E zabranuje nebo oddaluje
vyskyt onemocnéni koronarnich tepen a zabranuje Sedému zdkalu. Vitamin C zvySuje
biologickou dostupnost Zeleza, zabrafiuje zubnimu kazu a zlepSuje obranyschopnost organismu.
Vitaminy B zase plisobi proti celkové tinavé a také predchazi problémlim s koncentraci a paméti
(IvaniSova et al. 2020). Béhem fermentace Caje se obsah vitaminl vyrazné zvysuje v disledku
metabolické aktivity bakterii octového kvaseni, bakterii mlécného kvaSeni (pokud jsou
ptitomné) a kvasinek.

Vitamin C je uznavan jako hlavni vitamin v kombuse. Tento silny antioxidant pochazi
z metabolismu glukozy, zejména kment rodu Gluconobacter. Obecné syntéza vitaminu C
z D-glukoézy zahrnuje Sest chemickych kroki a jednu fermentaci (oxidace D-sorbitolu) (Sievers
et al. 1995). Malbasa et al. (2011) zkoumali vliv kultury izolované ze symbiotické kultury
kombuchy na antioxida¢ni aktivitu zelené¢ho a Cerného Caje a zjistili, Ze obsah vitaminti C a B2
se zvysil béhem doby fermentace; to umoznilo korelovat antioxidacni aktivitu népoje
k mnozstvi vitaminu C. Obsah vitaminu C v kombuchovém c¢aji pted a po fermentaci je
ptiblizné 0,71-1,51 mg/ml, v daném poftadi.
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Béhem fermentace kombuchy mohou byt vitaminy B-komplexu syntetizovany
vybranymi kmeny bakterii mlécného kvaseni a také kvasinkami. Riboflavin (vitamin B2) je
prekurzor flavinmononukleotidu a flavinadenindinukleotidu, ktery piisobi jako nosi¢ vodiku
v biologickych redoxnich reakcich. Muze byt syntetizovan kmeny Limosilactobacillus
fermentum, Lactiplantibacillus plantarum, a také Lactococcus lactis. Thiamin (vitamin B1) se
podili pfedev§im na vyrobé energie a ma také piiznivy vliv na nervovy systém. L. brevis a L.
plantarum jsou schopny produkovat intracelularni a extracelularni vitamin B1 (Teran et al.
2021). Folat (vitamin B9) se podili na bunééném metabolismu jako je naptiklad replikace DNA,
syntéza nukleotidii a aminokyselin. Mezi bakterie mlééného kvaseni, které produkuji riizné
formy folatd, patii mimo jiné vybrané kmeny Lactococcus lactis, Lactiplantibacillus plantarum
a Limosilactobacillus reuteri fermentum (LeBlanc et al. 2011). Obecné jsou kvasinky zdrojem
vitaminti B-komplexu jako B1, B2, B5, B6, B7, B9, B12 a také ergosterolu, ktery lze preménit
na vitamin D2. Jako v pfipadé bakterii mlééného kvaseni mohou tyto bioaktivni slouceniny
produkovat vybrané kmeny kvasinek pattici k Z. bailii, S. cerevisiae (Villarreal-Soto et al.
2018).

3.3.4.3 Mineralni latky

Minerdly jsou anorganické latky pottebné v malych mnozstvich pro normalni télesné
funkce a rust, jakozto i pro udrzbu jeho tkani. Podle Bauer-Petrovska & Petrushevska-Tozi
(2000) jsou méd’, zelezo, mangan, nikl a zinek mineraly, jejichZ mnozstvi se zvySuje v disledku
metabolické aktivity kombuchy. Kumar et al. (2008) zjistili pfitomnost fluoridu, chloridu,
bromidu, jodidu, dusi¢nanu, fosfore¢nanu a siranu po sedmi dnech fermentace kombuchy
pripravené z ¢erného Caje; fluorid byl stanoven jako anion s nejvyssi koncentraci.

3.3.4.4 Bakteriociny

Vzhledem k piitomnosti bakterii mlééného kvaseni jsou v kombuse piitomné
bakteriociny. Jsou to malé proteinové struktury, vykazujici antagonisticky a preventivni G¢inek
proti patogennim a kazicim mikroorganismiim. Vysoce cenénou vlastnosti bakteriocinll je
jejich  bezpecnost, nepfitomnost cytotoxicity a aktivita proti specifické skupiné
mikroorganism. Kmeny Pediococcus spp., Lactococcus spp. a Leuconostoc spp. jsou
povazovany za hlavni producenty bakteriocinli mezi bakteriemi mlé¢ného kvaSeni. Bakteriocin,
ktery je nejrozSifencj$i v potravinafském pramyslu, je nisin — sloucenina aktivni proti
grampozitivnim bakteriim, jako jsou Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Clostridium spp. a Micrococcus luteus (Deegan et al. 2006; VVoidarou et al. 2020).

3.3.4.5 Ethanol

Ethanol vznika v kombuse béhem fermenta¢niho procesu. Vysledny produkt mize
obsahovat 0,1-2 % alkoholu v zavislosti na koncentraci pouzitého cukru, dobé a teploté
fermentace a podminkach skladovani (Bhattacharya et al. 2016; Neffe-Skocinska et al. 2017,
Talebi et al. 2017).

Vzhledem k obsahu ethanolu kombucha je kontraindikovana u téhotnych zen a u lidi
s vyznamnym onemocnénim ledvin, plic nebo jater (Martinez Leal et al. 2018). Avsak Ferrieres
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(2004) uvadi, Ze mirna konzumace alkoholu ma ochranny ucinek proti ischemické chorobé
srde¢ni, protoZe zvySuje koncentraci cholesterolu s vysokou hustotou lipoproteint. Proto by
mohla hrat roli v prevenci i konzumace kombuchy, ktera ma nizkou koncentraci etanolu.

3.3.4.6 Polyfenoly

Polyfenoly jsou ti¢inné latky s vice nez jednou strukturni jednotkou fenolu na molekulu.
Predstavuji nejvétsi skupinu fytochemikalii a jsou nejhojnéji zastoupenymi antioxidanty
pritomnymi ve stravé. Jsou klasifikovany jako fenolové kyseliny a fenolové alkoholy.
V zavislosti na sile fenolického kruhu mohou byt polyfenoly klasifikovany do mnoha ttid
(viz obrazek ¢.4), ale hlavnimi tfidami jsou fenolové kyseliny, flavonoidy, stilbeny, fenolické
alkoholy a lignany (Scalbert et al. 2005; Abbas et al. 2017).
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Obrazek ¢.4: Polyfenoly (upraveno podle Hazafa et al. (2022)).

Hydroxyskoticové a hydroxybenzoové kyseliny jsou dvé tfidy fenolovych kyselin. Jsou
to aromatické kyseliny s fenolovym kruhem, ktery ma alesponl jednu karboxylovou skupinu.
Hlavnimi zastupci hydroxybenzoovych kyselin jsou Kyselina gallova, benzoova,
protokatechova a swingova. Hydroxyskoficové kyseliny jsou kyselina kavova, ferulova,
kumarova a kaftarova (O’Leary et al. 2004).

Flavonoidy jsou tvofeny dvéma benzenovymi kruhy, které mohou byt spojeny se tiemi
uhlikovymi fetézci z blizkého pyranového kruhu. Sest t¥id flavonoidii se lisi od ostatnich,
predev§im na zdklad¢ oxidacniho stavu centralniho uhliku, mezi tyto tfidy patii flavanony,
flavanoly, flavonoly, izoflavony, flavony a antokyanidiny. Z rostlinnych zdroju bylo
identifikovano vice nez 4000 flavonoidii. VétSinu flavonoidd v raznych zdrojich potravy
predstavuji flavonoly (Abbas et al. 2017).
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Lignany jsou difenolické rostlinné slouceniny, které vznikaji dimerizaci dvou zbytkt
kyseliny skoficové. Obsahuji rtizné aktivni slouceniny, jako je sesamin, secoisolariciresinol
diglukosid, matairesinol a enterodiol. Studie in vitro a in vivo naznacuji, ze lignany maji
protinadorové vlastnosti prostfednictvim mnoha mechanismt, véetné antioxidaénich,
proapoptdzovych, antiestrogennich a antiangiogennich vlastnosti (Webb & McCullough 2005;
Milder et al. 2005).

Stilbeny jsou ptirodni polyfenolové slouceniny, které¢ se nachdzi v mnoha rostlinnych
celedich. Déli se na resveratrol, piceatannol a pterostilben a maji antimikrobialni a ochranné
vlastnosti v rostlinach. Studie poukazuji, ze stilbeny maji protinddorové, antioxidacni,
neuroprotektivni a kardioprotektivni vlastnosti (King et al. 2006; Anekonda 2006).

Polyfenoly tvofi podstatnou c¢ast lidské stravy a jsou velmi zajimavé diky svym
biologickym vlastnostem. Béhem nékolika poslednich desetileti rizné studie zkoumaly jejich
zdravotni pfinosy. Polyfenolové slouceniny moduluji aktivitu riiznych enzymi a bunéénych
receptoru jako prostfedek obrany proti oxidativnimu stresu zpisobenému reaktivnimi formami
kysliku a hraji roli v prevenci nékolika onemocnéni souvisejicich s oxida¢nim stresem (Tsao
2010). Uvadi se, ze fenolové slouceniny také zvySuji mnozstvi probiotik, udrzuji stfevni
homeostazu a zabranuji infekcim zpisobenym alimentarnimi patogeny (Faria et al. 2014).
Polyfenoly jsou zvlasté zajimavé pro védce, diky jejich cytoprotektivnimu ucinku na zdravé
buriky a soucasné cytotoxickému ucinku na rakovinné bunky (Brglez Mojzer et al. 2016).

Ochranny ucinek napoje Kombucha je zpusoben ptedev§im aktivitou polyfenold,
slouceninami produkovanymi b&hem fermentace a synergickym uc¢inkem riiznych slou€enin
nachazejicich se v ¢aji. PoCatecni obsah bioaktivnich sloucenin se miize zménit v disledku
metabolické aktivity mikroorganismt béhem fermentace (Antolak et al. 2021).

Muze to byt pisobenim mikrobialnich enzymi, které vedou k rozkladu komplexnich
¢ajovych polyfenolii na jednodussi molekuly, coz vede ke zvyseni antioxidaéni aktivity napoje
ve srovnani s nefermentovanym cajem. Hydrolyzu polyfenoli béhem fermentace
pravdépodobné zplisobuje tannaza — enzym extracelularné produkovany kvasinkami
a bakteriemi. V disledku aktivity tannazy se epigalokatechin, kyselina gallova a glukoza
uvoliuji z epigalokatechin galat gallotaninti, esterti kyseliny galové a epikatechin galatu.
Produkty této enzymatické reakce maji vyssi antioxidancéni kapacitu nez nehydrolyzované
slouceniny (de las Rivas et al. 2019). Dalsi extracelularni enzymy jako jsou fytazy
a b-galaktosidaza, mohou také modifikovat ¢ajové polyfenoly. Béhem fermentace ,,Cajové
houby*, ¢ast thearubiginli z ¢aje mohou byt pfevedeny na theaflaviny, které méni barvu napoje
z Cervenohnédé na svétle hnédou (Emiljanowicz & Malinowska-Panczyk 2020). Kromé
¢ajovych polyfenoli v kombuSe byl detekovan derivat kvercetinu isorhamnetin, ktery
v nefermentovaném ¢aji neni pfitomny. To naznacuje, ze fermentace ¢aje scoby vede ke vzniku
této slouceniny. Isorhamnetin vykazuje bakteriostatickou a baktericidni aktivitu (Bhattacharya
et al. 2016).

Ukazalo se, Ze rizné zdroje uhliku ovliviiuji celkovy obsah fenolt v produktu. Aspartam
inhiboval mikrobidlni riist a v disledku toho fermentacni proces nepokracoval. Aplikace bilého
nebo hnédého cukru jako zdroje uhliku pii fermentaci zptisobovala intenzivni riist SCoby a to
vedlo k vysokému obsahu polyfenolti v kone¢ném produktu. Pouziti medu jako zdroje uhliku
mélo za nasledek bohat$i chemické slozeni kone¢ného produktu s vysokym obsahem
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organickych kyselin, éterickych oleju, alkoholu, esterti a také polyfenolt (Watawana et al.
2017).

Bylo prokazano, ze nékteré kmeny, zejména bakterie mlééné¢ho kvaseni, jsou schopny
degradovat fenolické slouceniny. Jayabalan et al. (2007) zaznamenali degradaci epikatechinu
na kyselinu vanilovou béhem fermentace ¢erného ¢aje. Podle Edlin et al. (1998) kyselina
ferulova, kyselina p-kumarova a kyselina kavova mohou byt transformovany Brettanomyces
anomalus dekarboxylazou kyseliny hydroxyskoficové na hydroxystyreny.

3.3.5 Vyroba kombucha napoje

Kombucha se tradicn¢ vyrdbi ze zeleného nebo cerného cCaje. Pritomnost caje
v kultivaénim médiu poskytuje mikroorganismim dusik nezbytny pro jejich metabolismus.
Hlavni slozky pfitomné v caji, které pusobi jako zdroj dusiku, pochdzeji z purinu (kofein
a teofylin). N¢kolik studii vSak ukazuje, ze scoby také roste spravné na substratech, které ve
svém sloZeni neobsahuji kofein, coz naznacuje, Ze mikroorganismy kombuchy mohou vyuzivat
rizné zdroje dusiku (Velicanski et al. 2013). Existuji rizné studie s jinymi surovinami
pouzitymi jako substrat pro vyrobu tohoto napoje, jako napiiklad bylinné nalevy (Battikh et al.
2012), ovocna stava (Ayed et al. 2017), mléko (Kanuri¢ et al. 2018), s6ja (Tu & Tawata 2015).
Fermentované napoje vyrobené s témito substraty piinesly uspokojivé vysledky s ohledem na
jejich kinetiku a biologické vlastnosti.

Navic lze vybrat riizné zdroje cukru a tato skute¢nost mize ovlivnit vlastnosti vysledného
fermentovaného napoje. Naptiklad Muhialdin et al. (2019) pozorovali, ze kombucha
fermentovana cukrem z kokosové palmy vykazovala vyssi antioxida¢ni aktivitu in vitro nez
s bilym rafinovanym cukrem nebo melasou. Tito autofi také zdlraznili dileZitost doby
fermentace a naznacili, ze prodlouzené procedury delsi nez 14 dnl se nedoporucuji, protoze
vedly ke sniZeni antioxidacni aktivity. Laktéza byla také pouzita jako zdroj uhliku ve studii
Chu & Chen (2006) a nékolik parametrd, jako je pH, pocet kvasinek a bakterialnich buné
v médiu a scoby, byly porovnany s fermentaci neslazeného média. Mezi témito dvéma piipady
vSak nebyl nalezen Zadny vyznamny rozdil. AvSak rychlost fermentace se ve srovnani s tradi¢ni
metodou pfipravy snizila a obsah kyselin se také podstatné ménil. Pocet bakterii
metabolizujicich kyselinu mlé¢nou byl v Kapalin€ také nizsi a ve scoby nebyl zadny.

Goh et al. (2012) doporucuji optimalni koncentraci cukru, ktera je nutna pro maximalni
vytézek celuldzy rovnou 90 g/l v médiu ¢ajového extraktu. V diisledku vyssi koncentrace cukru
vznika vetSi mnozstvi metabolického produktu, jako je kyselina glukonova, a to zpusobuje
inhibici syntézy celulozy.

MnozZstvi substratu, cukru a symbiotické kultury scoby pouzité pii fermentaci se 1isi podle
oblasti a podminek pfipravy. Obecné, Caje nebo nalevy lze pfipravit v Sirokém rozsahu
koncentraci v rozmezi 1,0 az 100 g/l. Sachar6ozu lze pouZit v koncentraci 1-20 % jako hlavni
zdroj uhliku pro rist mikroorganismi. Scoby a kapalina z pifedchozi fermentace,
v koncentracich kolem 0,25-10 % a 3-30 % respektive, by méla byt pouzita jako startovaci
kultura pro fermentaci. Pridavek pfedchozi fermentované kapaliny ma funkce napomahajici
aktivaci octovych bakterii ke snizeni pH (Martinez Leal et al. 2018).

Pii standardnim zpGsobu ptipravy kombuchy (viz obrazek ¢.5) vyroba se za¢ina ptipravou
¢ajového nalevu. Do 1 1 vrouci vody se obvykle piida 5 g listkii cerného nebo zeleného caje
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a necha se vyluhovat s pocatecni teplotou 70 az 95 °C. Po odstranéni listt filtraci se v horkém
¢aji rozpusti 50 az 150 g sachardzy. Pred nasazenim kultury scoby se nalev ochladi pfiblizné na
20 °C. Do roztoku se ptida mate¢ni kultura a ¢ast kapaliny z ptedchozi fermentaci. Piekryje se
Cistou latkou a ponecha se na tmavém misté, aby doslo k tplné fermentaci (Jayabalan et al.
2014; Antolak et al. 2021).

B aiovena .
Cajovy nalev 4 Zavedeni scoby % 5 Fermentace
Cerny nebo zeleny ¢aj Aerobriaodiiky
s Bakterieoctavého kuasenl - Teplota zavisi na scoby (18 - 30 °C)
5 - 30 minut K. xylinus, K. kombuchae,

K. saccharivorans A, aceli, Doba fermentace 6 - 14 dni
A. pasterianus, A. nitrogenifigens,

A. tropicalis G.oxydans, a dalSi
l Kvasinky
B.  bruxellensis, B. anomalus,

Z bailii, L kombuchaensis

- 2 Odstranéni listi ¢aje H. valbyensis, H. valbyensis, LY
a filtrace nalevu H. vineae, T. delbrueckii,
S. cerevisiae, A. adeninivorans,
a dalsi
Bakterie mlééného kvaseni Komlnds
L. brevis, L. plantarum
L.  kefiranofaciens, L. nagelli,
3 L. satsumensis, Lactococcus spp.,
S L

euconostoc spp.

Pfidani 5 - 20 % cukru -

Obrazek ¢.5: Schématicky postup vyroby napoje kombucha
(upraveno podle Antolak et al. (2021)).

Béhem fermenta¢niho obdobi se na povrchu vytvoii novy mikrobialni biofilm, ktery se
na konci fermentace odstrani a mize byt skladovan oddélené¢ ponofeny do fermentovaného
napoje. Chut' kombuchy se béhem fermentace méni a koneény produkt pti konzumaci ma
piijemnou sladkokyselou chut’. Pro dosazeni potfebnych senzorickych vlastnosti by fermentace
meéla byt prerusena po 14 dnech, jinak mize napoj ziskat pfilis kyselou octovou chut’.

Kdyz doba fermentace skon¢i, vysledny napoj lze prefiltrovat, aby se odstranily zbytky
scoby, a podstoupit vyrobek druhé fermentaci. Tento proces naopak trva 2—3 dny v uzaviené
nadobg, jejimz cilem je produkce oxidu uhli¢itého v kombuse, s moznosti ptidani prisad jako
je ovoce nebo bylinky pro zvyraznéni chuti. Mezi metody bezpecnosti patii pasterizace
kone¢ného produktu, aby se zabranilo nadprodukci alkoholu a oxidu uhli¢itého, stejné jako
pfidani 0,1 % benzoatu sodného a 0,1 % sorbanu draselné¢ho jako konzervacnich latek
a skladovani v chlazeném prostiedi pii 4 °C (Watawana et al. 2015; Miranda et al. 2022).

V opacném piipadé mize dojit k dalsim zméndm ve slozeni metabolickou aktivitou
mikroorganismt. V dusledku toho mize byt vyznamné snizena antioxidacni aktivita a pro
zdravi prospésné vlastnosti kombuchy. Nejnovéjsi vysledky vyzkumu ziskané Torre et al.
(2021) ukazuji, ze po ¢tyfech mésicich skladovani kombuchy z ¢erného ¢aje v chladnicce se
obsah fenolti vyrazné snizil z pocate¢ni hodnoty 234,1 = 1,4 ugGAE/ml na 202,9 + 2,1
ngGAE/ml, zatimco pH se zvysilo z 2,82 na 3,16.
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3.3.6 Faktory ovliviiujici fermentaci a vlastnosti kombuchy.

Fermentaci ovliviiuje mnoho faktord, jako je teplota, pH, mnozstvi kysliku, rozpustény
CO., povaha a slozeni média (Marsh et al. 2014). Jakakoliv zména téchto faktord muize ovlivnit
rychlost fermentace, organoleptické¢ vlastnosti, nutricni a fyzikalné-chemické vlastnosti
kone¢ného produktu. Rizné druhy a mnozstvi pouzitého substratu, koncentrace cukru, doba
fermentace a slozeni ¢ajové houby také mohou odpovidat za rozdily ve slozeni a odliSnou
aktivitu napoje (Wolfe & Dutton 2015).

Kurtzman (2001) zjistil, ze kdyz koncentrace ¢ajovych listkti ptekro¢i 6 g/l, bude to
inhibovat rist bakterii octového kvaseni a tim se snizi produkce celul6zy. Gargey et al. (2019)
pozorovali vys$§i produkci biofilmu kombuchy pii pouziti listi zeleného Caje ve srovnani
s ¢ernym ¢ajem a ¢ajem oolong. Experimentovalo se s porovnénim cerstvych ¢ajovych listkll
a pouzitych ¢ajovych listkil a byly pozorovany téméf stejné hodnoty produkce biofilmu. Pouzité
Cajové listky jsou proto také povazovany za vhodnou volbu suroviny pro ziskani vysokého
vynosu se snizenymi vyrobnimi naklady (Sharma & Bhardwaj 2019).

Fermentace ¢aje kombucha se bézné pohybuje od 7 do 60 dnt. I kdyz antioxidaéni aktivita
se zvySuje béhem doby fermentaci, prodlouzena fermentace se nedoporucuje kvili hromadéni
organickych kyselin, které by mohly dosahnout Skodlivych Grovni. Kromé toho se mize zacit
produkovany CO2 hromadit na rozhrani biofilmu a nalevu, coz muze blokovat pfenos Zivin
a vytvaret tak hladovéjici prostiedi (Chu & Chen 2006). Vybér délky doby fermentace také
zavisi na o¢ekavanych senzorickych vlastnostech.

UdrZovani optimalni teploty po celou dobu fermentace mé za nésledek lepsi mikrobialni
rast a aktivitu enzyma. Obecné se teplotni hodnoty fermentace kombuchy pohybuji mezi 22 °C
a 30 °C. Nicmén¢ Vitas et al. (2013) provedli fermentaci pii teplotach: 37 °C, 40 °C a 43 °C
a nejvyssi hodnoty antioxidacni aktivity byly ziskany béhem teplotniho rozmezi 37 °C a 42 °C.
Podle Loncar et al. (2006) vétsi mnozstvi produkovanych kyselin a metabolitt, stejné jako
vitaminu C, bylo ziskano ve vzorcich fermentovanych pii vyssich teplotach.
kombuchy je také pH, protoze nékteré kyseliny jako octova a glukonova jsou zodpovédné za
biologickou aktivitu vysledného napoje. Samotné pH také tzce souvisi s mikrobidlnim riistem
a strukturdlnimi zménami fytochemickych sloucenin, které mohou ovlivnit antioxidacni
aktivitu (Hur et al. 2014).

Pro slozeni ziskanych nalevi je dulezita i1 kvalita vody pouzité pro extrakci bioaktivnich
sloucenin z ¢aje. Ve studiich provedenych Xu et al. (2017) byly koncentrace katechini
vyznamné ovlivnény pouzivanou vodou. Aplikace horské pramenité vody a ¢isténé vody vedla
k vys$§im koncentracim katechinu neZ v ptipad€ mineralni vody a vody z vodovodu. Je znamo,
ze stabilita fenolickych sloucenin je zavisla na pH a katechiny jsou nestabilni ve vodnich
roztocich s pH > 6. Extrakty ziskané s c¢iSténou vodou se navic vyznaCovaly vySSimi
koncentracemi kofeinu a aminokyselin.

3.3.7 Potencialni zdravotni riziko

Vzhledem k tomu, Zze scoby je komplexni smés mikroorganismd, je nezbytné zminit
i bezpecnostni rizika napoje kombucha pti jeho konzumaci. Jak jiz bylo zminéno dfive, bakterie
a kvasinky jsou schopny vytvofit v biofilmu silnou symbidzu, ktera mutze inhibovat rist

26



kontaminujicich bakterii. Pfesto mohou patogenni mikroorganismy kontaminovat népoj po
celou dobu ptipravy. Diky fermentaci kombucha dosahuje pH v hodnoté 4,2, dokud toho vS§ak
nebude dosazeno, existuje vysoka pravdépodobnost vyskytu kontaminace (Watawana et al.
2015).

Denni konzumace 110 ml kombuchy pro zdravé jedince neptedstavuje zadné zdravotni
riziko. Mozna rizika v8ak mohou souviset s nadmémym piijmem, respektive konzumaci
jednotlivcu s jiz existujicimi zdravotnimi problémy (Nummer 2013). Proto je duleZzité byt
obezfetny pii podavani ndpojt jedinctim s oslabenou imunitou. Uginnost daje kombucha na
lidsky organismus jako terapeutického napoje je nedostatecné prokazéana klinickymi studiemi
(Ernst 2003). Alergické reakce a zazivaci potize jsou dusledkem konzumace kombuchy u lidi
s precitlivélosti na kyseliny a renalni insuficienci (SungHee Kole et al. 2009). N¢kolik studii
potvrdilo, Ze kKombucha mutize zpusobit nevolnost, dusnost, svirani hrdla, bolesti hlavy, zavraté
a zloutenku (Vijayaraghavan et al. 2000; Ernst 2003). Nebylo vsak vysvétleno, zda jsou tyto
ptiznaky dasledkem neobvyklych toxinid vyvinutych v konkrétni Sarzi ¢aje kombucha.

Piilis dlouha fermentace muze zvysit koncentraci kyseliny octové, coz muze vést
k vylouhovani nékterych chemickych kontaminantli z fermenta¢ni nadoby nebo obalovych
materiali. Existuji ditkkazy, ze té¢zka otrava olovem muze byt zpisobena pravidelnym piijmem
¢aje kombucha, ktery byl pfipraven v keramické nadobé. VétSina keramiky obsahuje velmi
nizké mnozstvi olova, coz by pfi ptipravé ¢aje kombucha neptedstavovalo zadné nebezpeci.
Pokud se v nich vSak kombucha fermentuje dlouhou dobu, mtze se v €aji rozpustit velké
mnozstvi olova. Proto je pro ptipravu a skladovani ¢aje kombucha je doporuc¢eno pouzivat
sklenéné nadoby (Bolle et al. 2011).

Z tohoto hlediska je nezbytné vénovat pozornost abnormalnimu vyvoji zdpachu nebo
barvy v kombuse, aby se ptedeslo nezadoucim vedlejsim u¢inkiim. Domaci piiprava kombuchy
je jednim z nejbéznéjSich zplisobti kontaminace patogennimi bakteriemi a kvasinkami. Jelikoz
se tato Cajova houba péstuje za aseptickych podminek a $iti se z jednoho domu do druhého,
moznost pfenosu kontaminace je vysoka (Veli¢anski et al. 2013). Vsechny tyto ptipady, i kdyz
ojedinéle, se tykaly omezeného poctu jedinci. Rovnéz neexistuji zddné prokazatelné dikazy,
které by potvrdily toxicitu kombuchy nebo vyskyt onemocnéni v ptedchozich studiich (Coelho
et al. 2020).

3.4 Vhodné substraty pro vyrobu kombuchy

3.4.1 Caj

Caj je jednim z nejrozsifengjsich napoji na svété a je druhym nejkonzumovangjsim
napojem po vodé. Vyrabi se z listl, pupent nebo jemnych stonki rostlin rodu Camellia celedi
Theaceae. Nejpouzivanéjsim rostlinnym druhem pro ¢aj je Camellia sinensis. Podle dostupné
literatury byl ¢aj poprvé konzumovan jako napoj ¢i 1€k ¢inskym obyvatelstvem kolem roku
2737 pt. n. . V soudasnosti se ¢aj konzumuje téméf ve viech zemich svéta a Cina, Indie a Kefia
jsou hlavnimi producenty ¢aje, i kdyZ se péstuje na Sesti kontinentech (Vuong et al. 2011).
Cerny ¢aj se primarné pouziva v zapadnich zemich a také v riiznych asijskych zemich, zatimco
zeleny &aj se primarné konzumuje v Japonsku, Cing, Indii a také v nékolika oblastech Stiedniho
vychodu a severni Afriky (Hayat et al. 2015). Podle Singh et al. (2017) tvoti 78 % z celkového
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mnozstvi vyrobeného a spotfebovaného Caje na svété cerny ¢aj, 20 % zeleny ¢aj a < 2 % zluty
¢aj nebo ¢aj oolong.

Kvalita a slozeni cCaje se liS§i podle druhu, ro¢niho obdobi, stari listt, klimatu
a agrotechnickych postupti, coz bezprostiedné ovlivituje slozeni polyfenolt v ¢ajich a nasledné
i ve fermentovaném produktu (Gaggia et al. 2018). Pii zpracovani ¢ajovych listki dochazi
k biotransformaci katechint, nacez se da ¢aj klasifikovat do tii druhi: zeleny (nefermentovany),
erny (zcela fermentovany) a oolong (polofermentovany). Caj se sklada hlavné z polyfenold,
kofeinu, minerali a stopovych mnozstvi vitamind, aminokyselin a sacharidt. Typ polyfenola
ptitomnych v ¢aji se bude lisit v zavislosti na Grovni fermentace, kterou prosel (Prasanth et al.
2019).

Ve starovekeé asijské lidové medicing byl ¢aj povazovan za u¢inny 1ék na 1é¢bu riznych
onemocnéni (Wierzejska 2014). Je obecné znamy pro své mnozstvi antioxidantil. V soucasnosti
cetné vyzkumy naznacuji roli Caje pii zprostiedkovani spravné funkce kardiovaskularniho
systétmu, redukci télesné hmotnosti, a dokonce i snizovani rizika rakoviny
a neurodegenerativnich onemocnéni (Yang & Hong 2013). Caj je povazovan za funkéni
potravinu, protoze kromé nutriéniho obsahu miize poskytnout mnoho fyziologickych vyhod
(Hayat et al. 2015). Jeho antioxidacni vlastnosti z né&j Cini pfevladajici regulator pfi
zprostifedkovani volnych radikalti, coz méa vyznamné vyuziti ve zdravotnictvi.

3.4.1.1 Zeleny caj

Zeleny ¢aj se sklada hlavné z polyfenolti, aminokyselin, theaninu, proanthokyanidina
a kofeinu. V ¢aji se mohou také hromadit hlinik a mangan. Mezi riznymi polyfenoly jsou
hlavnimi sloZzkami katechiny a flavonoly: myricetin, kaemferol, kvercetin, kyselina
chlorogenova, kyselina kumarylchinova a theogallin. Katechin (C), epikatechin (EC),
gallokatechin (GC), epigalokatechin (EGC), epikatechin galat (EKQG), epigalokatechin galat
(EGCQ) a galokatechin galat (GCG) jsou hlavni katechiny pfitomné v zeleném ¢aji. Mezi nimi
tvoii EGCG, EKG a EGC 80 % vsech katechint (Lee et al. 2014). EGCG je nejrozsifenéjsim
katechinem, ktery pfedstavuje 50-80 % celkovych katechini v zeleném ¢aji. Je také povazovan
za hlavniho prispivatele riznych zdravotnich benefit zelené¢ho ¢aje (Li et al. 2018). Zeleny ¢aj
je povazovan za nejpievladajici zdroj katechini ze vSech zdroju potravy, pred ¢okoladou,
¢ervenymi hrozny, vinem a jablky (Cabrera et al. 2006).

Kvalita zeleného ¢aje zavisi predevSim na dobé sklizné a stafi listl. Bylo zjisténo, ze
mladé listy maji vy$8i mnozstvi kofeinu, EGCG, EKG a dalSich katechini ve srovnani se
starSimi listy. Predpoklada se, ze k tomu dochazi v disledku procesu chfadnuti (Chen et al.
2003).

Optimalni konzumace zelené¢ho ¢aje s antioxidanty pfina$i mnoho zdravotnich vyhod,
jako je prevence rakoviny (Mukhtar & Ahmad 2000) a kardiovaskularnich onemocnéni (Nagao
et al. 2007; Moore et al. 2009), regulace cholesterolu (Zheng et al. 2011), zprostfedkovani
hubnuti (Roberts et al. 2015), zmirnéni projevi starnuti, sniZzeni zanétlivych procesi a kontrola
neurodegenerativnich onemocnéni (Mao et al. 2017). Bylo také pozorovano, ze polyfenoly
zeleného Caje vykazuji potencialni Gi¢inky pfi inhibici zubniho kazu a snizovani krevniho tlaku
spolu s antibakterialnimi, antioxidacnimi a protinadorovymi vlastnostmi (Lambert & Elias
2010; Coentrao et al. 2011; Yu et al. 2014). EGCG hraje roli v chemoprevenci rakoviny
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(Chikara et al. 2018). Ac¢koliv toto tvrzeni neni Siroce piijimano, mnoho védct se domniva, ze
zeleny ¢aj mlze mit pozitivni G¢inky na diabetes (Wu et al. 2003; Iso et al. 2006). Dale zeleny
¢aj snizuje hladinu oxida¢niho stresu (Martin et al. 2017) a inhibuje vychytavani glukozy
(Pastoriza et al. 2017).

3.4.1.2 Cerny ¢aj

Cerny ¢aj ma mnoho slozek, jako jsou flavonoidy (katechiny, thearubiginy (TR)
a theaflaviny (TF)), fenolové kyseliny (kyselina kavova, kyselina gallova, kyselina
chlorogenova a kyselina kauramova), methylxantiny (kofein), aminokyseliny (theanin),
sacharidy, lipidy, proteiny, B-karoten, fluorid a také stopy vitamint C, K, A, a také folatu.
Sklizeny vyhonek pochazejici z ¢ajovniku, ktery se sklada z apikalniho pupenu a 2-3 jemnych
listk®, obsahuje 10 az 30 procent fenolickych sloucenin (Li et al. 2013; Hayat et al. 2015).

Bé¢hem macerace listkli zeleného ¢aje dochazi k oxida¢ni polymeraci a také ke kondenzaci
katechintl, které¢ vedou k tvorbé TR a TF piisobenim peroxidazy a polyfenoloxidazy. Tyto
slouceniny maji za nasledek Cernou barvu ¢ajového nalevu a tadu terapeutickych vyhod
(Santesso & Manheimer 2014). Vznik chuti a viné ¢erného ¢aje je vysledkem degradace
theaninu. Né&které dal$i aminokyseliny jako alanin a arginin pfispivaji k hofkosti ¢aje (Naveed
et al. 2018).

Mnoho védeckych zdrojl ptipisuje farmakologické ucinky ¢erného ¢aje jeho fenolickému
obsahu. TR a TF jsou hlavni polyfenoly, které hraji kli¢ovou roli potencialnich antioxidantd
v regulaci apoptozy, bunécné proliferace a starnuti v bunéCnych liniich lidské rakoviny
(Henning et al. 2011; Butt et al. 2014). V n¢kterych klinickych studiich byly rovnéz prokazany
piiznivé G¢inky na krevni tlak (Mousavi et al. 2013). V jiném vyzkumu bylo oznameno, ze
flavonoidy obsazené v ¢erném ¢aji mohou hrat roli pfi zlepSovani koronarni cirkulace (Hirata
et al. 2004) a pomahaji zmirnovat endotelialni dysfunkci (Duffy et al. 2001), i kdyz ta mize byt
ovlivnéna individualnim rozdilem v metabolismu flavonoidt (Hodgson et al. 2006). V ramci
dvojité zaslepené randomizované studie ¢erny ¢aj vyznamné snizil celkovy cholesterol a LDL
po 3 mésicich ptijmu (Fujita & Yamagami 2008). Prospektivni kohortova singapursko ¢inska
zdravotni studie s 36 908 ucastniky (ve véku 45-74 let) ukazala, zZe pravidelnd konzumace
1 Salku cerného (ale ne zeleného) Caje denné, potencidlné sniZila rizikové faktory diabetu
2. typu (Odegaard et al. 2008). Cerny ¢aj byl také uveden pro sviij vyznamny potencial
zmirnovat oralni (Hashemipour et al. 2017) a zalude¢ni viedy (Adhikary et al. 2011).

3.4.2 Bylinné nalevy

Obecné plati, ze Cerny, oolong a zeleny ¢aj jsou hlavnimi ¢aji pouzivanymi pii fermentaci
kombuchy. AvSak k ziskani népoje s atraktivnéjSimi senzorickymi hodnotami nebo zlepSenymi
vlastnostmi podporujicimi zdravi a také k vyvoji novych produktii se pouzivaji alternativni
materidly jako jsou jiné druhy caje a bylinkové nalevy.

3.4.2.1 Rooibos

Rooibos je oblibeny domorody jihoafricky bylinny ¢aj, uzivany pro svou vyjimecnou
chut’ a vini. Moderni pouZiti rooibosu, vétSinou pouzivaného jako alternativa k orientalnimu
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¢aji, vzniklo na zacatku minulého stoleti. Konzumoval se jako silny, horky nalev s mlékem
prirozené se vyskytujici v horské oblasti Cederberg. Dnes mé komeréni vyznam pouze tzv.
erveny typ nebo typ Rocklands, ptivodné z oblasti Pakhuis Pass. Caj se také nékdy vyrabi
z malého mnozstvi blizce pfibuzného druhu A. pendula a nékolika divokych typu A. linearis
(van Heerden et al. 2003).

Rooibos je cenén jako bylinny ¢aj bez kofeinu. Piestoze je dobfe znamy jako ¢aj s nizkym
obsahem taninu, asi 50 % pevnych latek rozpustnych v horké vodé¢ tvoii latky podobné taninu
(Joubert et al. 2008). Flavonoidni slozeni rooibosu je jedine¢né v tom, ze obsahuje aspalathin,
aspalalinin (dosud izolovany pouze z A. linearis) a nothofagin (obecné pfitomny v jadrovém
drevé Nothofagus fusca). Mezi dalsi hlavni fenolické slouceniny patii flavony (orientin, isoor
ientin, vitexin, isovitexin, luteolin, chrysoeriol), flavanony (dihydro-orientin, dihydro-
isoorientin, hemiflorin) a flavonoly (quercetin, hyperosid, isoquercitrin, rutin). Fenolové
kyseliny, lignany, kumarin, mineralni latky (zelezo, draslik, vapnik, méd’, zinek, hoi¢ik, fluor,
mangan, sodik), vitamin C jsou také slozkou ¢aje (Joubert & de Beer 2011). Potencialni
zdravotni piinosy ¢aje rooibos jsou spojeny hlavné s jeho obsahem fenolti. Podle riznych studii
pusobi piiznive na kardiovaskularni systém (Smith & Swart 2018), ma neuroprotektivni (Lopez
etal. 2022) a antidiabeticky t¢inek (Sasaki et al. 2018) , snizuje riziko nadorovych onemocnéni
(Huang et al. 2019) a dalSich problémi provazejicich starnuti.

3.4.2.2 Lipovy kvét

Lipovy ¢aj, znamy jako lipové kvétenstvi Tilia spp., ma Sirokou aplikaci v lidovém
1éc¢itelstvi a vyziveé po celém svéte. Tilia spp. (Tiliaceae) jsou listnaté stromy a ketfe pochazejici
z mirnych oblasti severni polokoule. Jsou zdrojem potravinafskych produktii a lékopisného
rostlinného materialu zvaného Tiliae flos (lipové kvéty).

Lipovy ¢aj ma slozit¢ chemické sloZeni, které zahrnuje nékolik tfid fenolickych
slouCenin, zejména glykosidy kvercetinu (rutin, kvercitrin a isokvercitrin), glykosid
kaempferolu (tilirosid), prokyanidiny a fenolové kyseliny (kyselina kavova, kyselina
p-kumarové a kyselina chlorogenova). Dale byly identifikovany polysacharidy, kondenzované
taniny a terpenoidy (Toker et al. 2001; Karioti et al. 2014).

V tradi€ni mediciné se kvéty lipy pouzivaji ve formé& nélevu k lécbé horecnatych
nachlazeni, kataru, kasle a chiipky (Heinrich et al. 2017). Pouziva se také proti zanétim,
migréné, hysterii, hypertenzi a ma sedativni 0Cinek (Karioti et al. 2014). Lipa je
hepatoprotektivum (Matsuda et al. 2002), anxiolytikum (Herrera-Ruiz et al. 2008) a byl
prokazan protinadorovy ucinek (Kim et al. 2012).
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4 Material a metodika

V experimentalni ¢asti diplomové prace byla stanovovana antioxidacni aktivita (pomoci
radikalové metody DPPH) a celkovy obsah fenolickych slou¢enin (metoda Folin—Ciocalteu):
nalevu zelené¢ho, ¢erného, rooibos a lipového ¢aje; kombuchy z uvedenych druhii ¢aje pti rizné
dobé kultivace.

4.1 Material

K testovani byly pouzity 4 druhy caje. Vzorek lipového ¢aje v saccich byl zakoupen
u firmy Dr.Max Pharma s.r.o. (Praha, Ceska republika), zeleny &aj sypany u PRO-BIO s.r.o.
(Praha, Ceska republika), bylinny &aj rooibos v saécich u LEROS s.r.o. (Straznice, Ceska
republika) a ¢erny ¢aj sypany od vyrobce Winston Tea Company LTD (Hamburg, Némecko).
Pro pfipravu napoje kombuchy byly zakoupeny 4 mate¢ni Kultury snalevem od vyrobce
Stevikom s.r.o0. (Praha, Ceska republika).

2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl (DPPH), kyselina gallova a Folin-Ciocalteu (F-C) ¢inidlo
byly zakoupeny od Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Metanol (MeOH) a uhli¢itan
sodny (Na2COsz) byly obdrzeny od Lach-Ner (Praha, Ceskd republika). 96-jamkové
mikrotitraéni desticky byly dodany firmou Gama Group (Ceské Budgjovice, Ceska republika).

4.2 Priprava vzorki

Pro stanoveni antioxida¢ni aktivity ¢aje byly pfipraveny vzorky ¢ajovych nalevi. Byly
navazeny 2 g kazdého druhu ¢aje a zality 200 ml horké vody. Zeleny ¢aj byl zalévan vodou
o teploté 70 °C a vylouhovan po dobu 3 minut. Cerny, rooibos a lipovy ¢aj se zalévaly vodou
o teploté 90 °C a louhovaly se 5 minut (¢erny) a 15 minut (bylinkové). Po louhovani byly nalevy
piefiltrované a nasledné ochlazené na pokojovou teplotu. Pro analyzu byly odebrany vzorky
¢ajovych nalevt z kazdé kadinky.

Cajové nalevy pro vyrobu kombuchy byly piipraveny zvlast. Do kadinek bylo navazeno
potiebné mnozstvi kazdého ¢aje (7 g/l) a bilého cukru (80 g/lI). Smési Caje a cukru byly
extrahovany horkou vodou (2 I) o teploté 80 °C po dobu 7 minut. Po vyluhovani se nalevy
prefiltrovaly a byly ponechany chladnout na pokojovou teplotu. Po vychladnuti byly na hladinu
nalevu pfidany mate¢ni kultury a 10 ml nalevu, ve kterém mate¢ni kultura ptivodné byla.
Kadinky se zakryly prody$nym textilnim ubrouskem pfipevnénym pomoci gumicky a byly
umistény na stinné misto s teplotou priblizné 21-25 °C pro néaslednou fermentaci. Pro analyzu
byly odebrany vzorky kombuchového napoje z kazdé kadinky 5., 7. a 12. den fermentace.

4.3 Stanoveni obsahu fenolickych sloucenin

Celkovy obsah fenolickych sloucenin byl stanoven spektrometrickou metodou TPC
pomoci F-C ¢inidla, diive popsanou Singleton et al. (1999). Do mikrotitra¢ni desticky se
nejdiive napipetovalo na vSechny pozice 100 pl destilované vody, nasledné se pridala na prvni
pozici 100 ul testovaného vzorku a postupné se vzorek pomoci dvojnasobného fedéni (A-E)
natedil na pozadovanou koncentraci. Byl pfipraven standardni roztok gallové kyseliny
s destilovanou vodou o koncentraci 200 ug/l. Na pozice G a H se pridalo 100 ul gallové
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kyseliny a pomoci dvojnasobného fedéni se kyselina také natedila. Poté se do kazdé jamky
naneslo 25 pl F-C ¢inidla a desticka se nechala na orbitalni tfepacce 10 minut tfepat pii otackach
50 rpm/min. Po protiepani se do kazdé jamky piidalo 75 ul 12% Na>COs3 a desticka se dala
v temnu inkubovat na dobu 1h pii teploté 37 °C. Nakonec byla absorbance zméfena pii 700 nm
za pomoci spektrofotometru (Tecan Infinite M200, Minnedorf, Svycarsko). Stejnym zpaisobem
byly celkem testovany 4 vzorky nalevu Caje a 4 vzorky kombuchy z 5., 7., a 12. dne fermentace.
Pro kazdy vzorek byla provedena celkem 3 paralelni opakovani. Vysledky byly vyjadieny
pomoci ekvivalentt kyseliny gallové (mg GAE/| nalevu).

4.4 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Celkova antioxidacni aktivita byla zméfena pomoci metody zaloZzené na zachytavani
DPPH radikalu dle Sharma & Bhat (2009). Nejdiive se pfipravil 1 mM roztok DPPH
rozpusténim 4 mg DPPH v 10 ml methanolu. Dale se ptipravily testovaci vzorky, které byly
nafedény vV pomé&ru 1:1 s methanolem (pro poloviéni vychozi koncentraci vzork).

Do vsech jamek mikrotitraéni desticky se kromé prvni fady napipetovalo 100 pl
methanolu. Do prvni fady se napipetovalo 200 pl pfipravenych vzorki, které se pomoci
dvojnasobného fedéni nasledné natfedily na pozadovanou koncentraci. Rada H pouze
s methanolem slouzila jako negativni kontrola (blank). Poté se do vSech jamek piidalo 75 pl
methanolu a 25 pl DPPH. Piipravend desticka se nechala inkubovat 30 minut ve tmé.
Absorbance byla meéfena pii 517 nm pomoci spektrofotometru (Tecan Infinite M200,
Minnedorf, Svycarsko). Stejnym zpiisobem byly testovany viechny vzorky a pro kazdy vzorek
byla provedena celkem 3 paralelni opakovani. Vysledky byly vyjadfeny pomoci 50%
inhibi¢nich koncentraci (IC50) v pl/ml, kterd urcuje mnozstvi testované latky potiebné
k inhibici 50 % DPPH. Nizsi hodnota ukazuje na vyssi ¢innost vychytavani radikald.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Vysledky ze tfech zmétenych opakovani od kazdého vzorku byly vyjadieny jako primér
+ smérodatnd odchylka (SD) a byly analyzovany pomoci softwaru STATISTICA 12.
K porovnani vyznamnosti rozdilii mezi vzorky byla pouzita analyza rozptylu — ANOVA, kde
hladina vyznamnosti byla stanovena jako p < 0,05. Pii p-hodnoté mensi, nez zvolena hladina
vyznamnosti, mezi vzorky byl tedy zjistén rozdil a pro podrobnéjsi hodnoceni byl dale pouzit
Schéfteho test, na zdkladé kterého byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi konkrétnimi
vzorky.
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5 Vysledky

5.1 Celkovy obsah fenolickych sloucenin

Na obrazku €.6 je grafické zndzornéni celkového obsahu fenolickych sloucenin ve
vzorcich ¢ajovych ndlevll a kombuchy. Vypocet byl proveden s pouzitim kalibraéni kiivky
standardu kyseliny gallové. Hodnoty ¢aje se pohybovaly v intervalu od 201,02 + 57,72 do
1269,67 £ 79,29 mg GAE/L. Nejvyssi obsah fenolll byl naméten v nélevu zeleného ¢aje 1269,67
+ 79,29 mg GAE/], vysokou hodnotu mél také néalev cerného ¢aje 1009,79 + 56,12 mg GAE/I.
Nejmensi hodnota byla naméfena u lipového ¢aje 201,02 + 57,72 mg GAE/L. Pti statistickém
vyhodnoceni byl prokazan statisticky vyznamny rozdil v obsahu fenoli mezi vSemi vzorky
roztokl ¢aje na hlading vyznamnosti p <0,05 (tabulka ¢.7).
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Obrazek €.6: Vysledky celkového obsahu fenolickych slou¢enin za pouziti metody TPC
v mg GAE/I. Jsou vyjadieny jako pramér + SD.

Tabulka ¢.7: Vyhodnoceni Scheffého testu pro obsah fenolti mezi vSemi vzorky roztokt ¢aje.

Scheffého test; proménna Obsah fenolickych slou¢enin (Caj TPC ANOVA)

Pravdépodobnosti pro post-hoc testy

Chyba: meziskup. PC = 2181,6, sv = 16,000

Caj Zeleny Rooibos Lipovy Cerny
1269,67 402,06 201,02 1009,79

Zeleny 0,000021 0,000002 0,000382
Rooibos 0,000021 0,000040 0,000017
Lipovy 0,000002 0,000040 0,000000
Cerny 0,000382 0,000017 0,000000

*QOznaceni hodnot v tabulce ¢ervenou barvou poukazuje na statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).
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Obsah fenolickych slou¢enin v kombuse z ¢erného ¢aje se pohyboval od 802,10 + 45,06
do 1546,78 + 58,64 mg GAE/| (5. az 12. den fermentace), ze zeleného Caje od 833,92 + 72,48
do 1397,45 + 37,42 mg GAE/I, z ¢aje rooibos 0d 414,65 + 34,64 do 528,39 + 31,12 mg GAE/I
a z lipového ¢aje od 271,65 + 27,8 do 383,49 + 55,81 mg GAE/l. Nejvyssi obsah fenoli byl
stanoven v kombuse z ¢erného ¢aje 12. den fermentace 1546,78 + 58,64 mg GAE/I. Vysokych
hodnot také dosahly kombucha ze zeleného ¢aje 12. den fermentace 1397,45 + 37,42 mg GAE/I
a kombucha ze zeleného Caje 7. den fermentace 1076,14 = 51,02 mg GAE/I. Nejmensi hodnota
byla namétena v kombuse z lipového Caje 5. den fermentace 271,65 + 27,8 mg GAE/I. Pii
statistickém vyhodnoceni rozdilu mezi vzorky kombuchy v zavislosti na druhu pouzitého Caje
byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi kombuchou ze zeleného, rooibos a lipového
Caje, a také mezi kombuchou z ¢erného, rooibos a lipového ¢aje 5. den fermentace; 7.a 12. den
fermentace byl prokazan rozdil mezi vS§emi druhy kombuchy. Mezi obsahem fenolt kombuchy
ze zelené¢ho a Cerného Caje 5. den fermentace statisticky vyznamny rozdil prokdzan nebyl
(tabulka ¢.8). Vyznamny rozdil v zavislosti na dni fermentace byl stanoven pro kombuchu
z kazdého druhu ¢aje mezi 5.a7.,7.a12.,a5. a12. dnem fermentace, krom¢ vzorkt kombuchy
Z lipového €aje na 7. a 12. den fermentace, mezi kterymi statisticky vyznamny rozdil prokdzan
nebyl (tabulka ¢.9).

Tabulka ¢.8: Vyhodnoceni Scheffého testu pro obsah fenolt mezi vzorky kombuchy
Vv zavislosti na druhu pouzitého ¢aje (5. den fermentace).

Scheffého test; proménna TPC (Kombucha TPC ANOVA)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 1419,7, sv = 8,0000

Kombucha z ¢erného Caje ze zeleného Caje z rooibos ¢aje z lipového caje
802,12 833,92 414,65 271,62
z Cerného Caje 5. 0,784164 0,000012 0,000001
ze zeleného caje 5. 0,784164 0,000007 0,000019
z rooibos ¢aje 5. 0,000012 0,000007 0,009304
z lipového ¢aje 5. 0,000001 0,000019 0,009304

*QOznaceni hodnot v tabulce ¢ervenou barvou poukazuje na statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).

Tabulka ¢€.9: Vyhodnoceni Scheffého testu pro obsah fenoltt mezi vzorky kombuchy
z lipového ¢aje v zavislosti na dni fermentace.

Scheffého test; proménna TPC (Kombucha TPC ANOVA)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 89,167, sv = 12,000

Kombucha z lipového caje 5. z lipového caje 7. z lipového caje 12.
271,65 355,08 383,49
z lipového caje 5. 0,000345 0,000081
z lipového caje 7. 0,000345 0,992437
z lipového caje 12. 0,000081 0,992437

*QOznaceni hodnot v tabulce cervenou barvou poukazuje na statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).
Pro vyhodnoceni rozdilu mezi obsahem fenolii v kombuse a ¢ajovych nalevech byly

vybrany hodnoty kombuchy k 12. dni fermentace. Statisticky vyznamny rozdil byl prokazan
mezi kazdym druhem ¢ajového nalevu a vzorkem kombuchy z totozného caje.
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5.2 Antioxidaéni aktivita

Na obrazku ¢.7 je grafické zndzornéni antioxidacni aktivity ve vzorcich Cajovych naleva
a kombuchy. Hodnoty IC 50 ¢ajovych nalevu se pohybovaly v intervalu od 9,55 + 2,94 do
94,03+ 5,57 ul/ml. Nejvyssi hodnotu IC 50 mél vzorek lipového ¢aje 94,03+ 5,57 pl/ml.
Nejmensi hodnoty byly naméfeny u zeleného 9,55 + 2,94 ul/ml a ¢erného ¢aje 11,53 + 1,83
ul/ml. Pfi statistickém vyhodnoceni byl prokazan statisticky vyznamny rozdil mezi vzorky
¢erného, rooibos a lipového cCaje, a také mezi zelenym, rooibos a lipovym cajem. Mezi
hodnotami IC 50 ¢erného a zeleného ¢aje rozdil prokazan nebyl (tabulka ¢.10).
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Obrazek ¢.7: Vysledky antioxidacni aktivity IC 50 v ul/ml. Jsou vyjadieny jako pramér + SD.

Tabulka ¢.10: Vyhodnoceni Scheffého testu pro hodnoty IC 50 mezi vSemi vzorky
roztoki Caje.

Scheffého test; proménna IC 50 (Caj DPPH ANOVA)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC = 7,9755, sv = 16,000

Caj Zeleny Rooibos Lipovy Cerny

9,52 73,76 94,03 11,55

Zeleny 0,000875 0,000002 0,925588
Rooibos 0,000875 0,000031 0,000051
Lipovy 0,000002 0,000031 0,000008
Cerny 0,925588 0,000051 0,000008

*(Oznaceni hodnot v tabulce Cervenou barvou poukazuje na statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).

Hodnoty IC 50 kombuchy z ¢erného ¢aje se pohybovaly od 35,77+ 1,76 do 6,12 + 1,81
ul/ml (5.az 12. den fermentace), ze zeleného ¢aje od 17,84+ 3,03 do 10,19 + 6,18 pl/ml, z ¢aje
rooibos od 86,9 + 0,95 do 58,93 + 4,94 ul/ml a z lipového ¢aje od 117,04 + 6,98 do 85,42 +
6,14 ul/ml. Nejvyssi hodnotu 1C 50 mél vzorek kombuchy z lipového ¢aje 5. den fermentace
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117,04 £ 6,98 ul/ml. Vysokych hodnot také dosahly kombucha z lipového caje 7. a 12. den
fermentace (102,68 + 0,73 a 85,42 + 6,14 ul/ml) a kombucha z ¢aje rooibos 5. den fermentace
86,9 + 0,95 ul/ml. Nejmensi hodnota byla naméfena v kombuse z ¢erného caje 12. den
fermentace 6,12 + 1,81 ul/ml. Nizkou hodnotu mél také vzorek kombuchy ze zeleného caje 12.
den fermentace 10,19 + 6,18 pl/ml.

Pii statistickém vyhodnoceni rozdilu mezi vzorky kombuchy byl prokazan statisticky
vyznamny rozdil mezi v§emi druhy kombuchy 5.,7. a také 12. dne fermentace, jak v zavislosti
na druhu pouzitého caje vV kazdém konkrétnim dni, tak i v zavislosti na dnu fermentace pro
kazdy druh kombuchy. Pro vyhodnoceni rozdilu mezi hodnotami IC 50 kombuchy a ¢ajovych
nalevl byly vybrany hodnoty kombuchy 12. den fermentace. Statisticky vyznamny rozdil byl
prokéazan mezi kazdym druhem ¢ajového nélevu a vzorkem kombuchy ze stejného caje, kromé
vzorku zeleného Caje a kombuchy ze zeleného ¢aje 12. den fermentace, mezi kterymi rozdil
prokazan nebyl (tabulka ¢.11).

Tabulka ¢.11: Vyhodnoceni Scheffého testu pro hodnoty IC 50 mezi vzorky roztoki ¢aje
a kombuchy 12. den fermentace.

Vzorek | Scheffého test; proménna IC 50 (Kombucha VS Caj DPPH ANOVA)
Pravdépodobnosti pro post-hoc testy
Chyba: meziskup. PC =,71472, sv = 12,000
Vzorek 1 2 3 4 5 6 7 8
6,12 | 10,19 | 58,93 | 8542 | 94,03 | 73,76 | 9,52 | 11,55
1 kombucha z 0,015 | 0,003 | 0,001 | 0,000 | 0,000 | 0,006 | 0,001
cerného caje
2 kombucha ze | 0,015 0,000 | 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,000 | 0,926
zeleného caje
3 kombucha 0,003 | 0,000 0,002 | 0,000 | 0,000 | 0,009 | 0,000
z rooibos caje
4 kombucha z | 0,001 | 0,000 | 0,002 0,000 | 0,013 | 0,000 | 0,000
lipového caje
5 ¢aj lipovy 0,000 | 0,004 | 0,000 | 0,000 0,000 | 0,021 | 0,000
6 ¢aj rooibos 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,013 | 0,000 0,017 | 0,000
7 ¢aj cerny 0,006 | 0,000 | 0,009 | 0,000 | 0,021 | 0,017 0,545
8 ¢aj zeleny 0,001 | 0,926 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,545

*QOznaceni hodnot v tabulce ¢ervenou barvou poukazuje na statisticky vyznamny rozdil (p <0,05).

Mnoho studii také udéva antioxida¢ni aktivitu v hodnotach % inhibice DPPH radikalu.
Pro lepsi moznost porovnani s védeckou literaturou byly tedy vysledky taktéz vypocteny
z poklesu absorbance v % pomoci porovnani s kontrolou podle vztahu:

% = * 100

Ao

Kde Ao — absorbance vzorku, A — absorbance kontroly (blank).
Vysledky jsou znazornény na obrazku ¢.8.
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Obrazek ¢.8: Vysledky antioxidac¢ni aktivity v % inhibice. Jsou vyjadieny jako prameér + SD.
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6 Diskuse

Mnoho pfirozenych biologickych procesti v naSem téle, jako je dychani, trdveni potravy,
metabolizace alkoholu a pfeména tuktli na energii, produkuje skodlivé slouc¢eniny zvané volné
radikaly. Oxidacni stres vzniké v disledku nerovnovahy mezi volnymi radikaly a antioxida¢ni
slouceninou, coz vede k oxidaci biomolekul a nasledné ztraté jejich biologickych funkci
a homeostatické rovnovahy. Tato nerovnovaha ma relevantni dasledky pro fadu chronickych
nepienosnych onemocnéni, veetné aterosklerézy, neurodegenerativnich poruch a rakoviny
(Sharifi-Rad et al. 2020).

Moderni zivotni styl spojeny s nezdravou stravou, nedostatkem fyzického cviceni,
vystavovanim se kombinaci chemikalii z riznych zdroju, t€zkym kovim, potravinarskym
prisadam a znecisténi zivotniho prostfedi mlize ovlivnit vyskyt oxida¢niho stresu. To vSechno
mize piispét ke zvySujici se zatézi organismu chronickymi onemocnénimi (Fenga et al. 2017).
Proto se ¢astéji klade diraz na zdravou a vyvazenou stravu, a zvySuje se zajem lidi o ptirodni,
funkéni a spolehlivé potraviny. Potraviny bohaté na nékteré fytochemikalie, jako jsou
polyfenoly, flavonoidy, isoflavony, fenolové kyseliny, karotenoidy a kumariny, které zabranuji
tvorbé volnych radikald, snizuji oxidacni stres, maji vysokou antioxida¢ni aktivitu a poméhaji
lidem chranit se pred degenerativnimi poruchami (Ozdemir & Hilmi, 2017).

V posledni dobé se objevily védecké studie, jejichz cilem je zvysit popularitu riznych
fermentovanych potravin, které se tradicn¢ vyrabé&ji a konzumuji v mnoha oblastech svéta, urcit
jejich funk¢nost a definovat G¢inné latky zajist'ujici tuto funkci. Napoj Kombucha je jednou
z téchto tradi¢né vyrabénych fermentovanych potravin.

Pozitivni vliv kombuchy na zdravi je spojen zejména s mikroorganismy hrajicimi roli
v procesu fermentace a jejich metabolity. Riizné druhy pouzitého substratu, koncentrace cukru,
doba fermentace, slozeni scoby a spousta dalSich faktord maji vliv na rozdily ve slozeni
a zaroven i antioxida¢ni aktivitu kone¢ného napoje (Villarreal-Soto et al. 2018). Proto jsme se
v této praci zaméfili na stanoveni a zjisténi rozdilu antioxidaéni aktivity kombuchy v zavislosti
na druhu pouzitého substratu, na dni fermentace, a také byla pro porovnani stanovena
antioxidacéni aktivita nefermentovanych substrata.

Mnoho studii jiz prokazalo antioxida¢ni u¢inky Caje. To se spojuje hlavné s tim, Ze Cajové
listky obsahuji bohatou rozmanitost antioxida¢nich fenolickych sloucenin, a pravé proto jsou
cerny a zeleny ¢aj obvykle povazovany za nejlepsi substraty pro ptipravu kombuchy (Miranda
et al. 2022).

Cardoso et al. (2020) zkoumali fenolicky profil kombuchy vyrobené fermentaci zeleného
a Cern¢ho caje pii 25 °C po dobu 10 dnli spolu se stanovenim jejich antioxidacnich aktivit.
Koncentrace celkovych fenolickych slou¢enin ve vzorcich kombuchy byla stanovena Folin-
Ciocalteuovou metodou s pouzitim kyseliny gallové jako standardu. Antioxida¢ni aktivita
vzorkli kombuchy byla urcena jejich schopnosti inhibovat radikal ABTS, jako standard byl
pouzit Trolox. Kombucha z ¢erného ¢aje méla celkovy obsah fenold 1090 mg GAE/ 1, coz bylo
ptiblizn€ o 55,7 % vice nez u zeleného caje. Kombucha z ¢erného caje také predstavovala
vynikajici antioxida¢ni aktivitu (65,32 %) ve vztahu k zelenému ¢aji.

Kallel et al. (2012) zaznamenali vy$si koncentraci celkovych fenolickych latek
Vv kombuse z ¢erného Caje ve srovnani se zelenym béhem 15 dni fermentace pii 24 °C. V nulty
den byla koncentrace celkovych fenolickych latek 780 mg GAE/l v kombuse ze zeleného Caje
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a 1010 mg GAE/I v kombuse z ¢erného ¢aje. K 15. dnu celkové fenoly kombuchy ze zeleného
Caje Cinily 1080 mg GAE/I a kombuchy z ¢erného ¢aje 1120 mg GAE/I, coz o¢ividné potvrzuje
tvrzeni, ze obsah fenolickych sloucenin ma tendenci se zvySovat béhem doby fermentace.
Celkové fenolické slouceniny byly stanoveny pomoci Folin-Ciocalteu metody.

V dal8i nedavné studii byl pozorovan biochemicky profil a antioxida¢ni aktivita ve
vzorcich kombuchy vyrobenych ze zeleného, C¢ern¢ho, bilého a Cerveného cCaje. Analyza
antioxida¢niho potenciadlu ve vzorcich ukézala, ze mnozstvi antioxidac¢nich slouc¢enin bylo
94,61% inhibice radikalt DPPH u kombuchy ze zeleného ¢aje a 94,84 % u kombuchy z ¢erného
Caje (Jakubczyk et al. 2020).

Nami zjisténé vysledky koresponduji s vysledky z uvedenych praci. Celkovy obsah
fenolickych slou¢enin v kombuse ze zeleného a cerného ¢aje k 12. dni fermentace ¢inil 1397,45
+ 37,42 a 1546,78 £+ 58,64 mg GAE/I a antioxidac¢ni aktivita 84,38 + 0,07 a 94,16 + 1,06 % (ve
stejném poradi), coz je piiblizné ve stejném rozmezi s hodnotami uvedenymi ve studiich. Jistou
miru odli$nosti vysledkt lze vysvétlit nékolika pfi¢inami. Kazdy vzorek muze mit jiné
vlastnosti a zptsob ptipravy. Velky vliv muZe mit i prostfedi, jako jsou klimatické podminky
a agrotechnické postupy pfi péstovani kazdého druhu pouzitého ¢aje. Mize se lisit jak metodika
stanoveni, tak i zptisob a doba extrakce vzorki. Obsah polyfenold a jejich antioxida¢ni aktivita
muze byt také ovlivnéna teplotou a délkou doby skladovani vzorkd.

Nami také bylo potvrzeno ze kombucha z ¢erné¢ho Caje vykazuje vyssi antioxidacni
aktivitu v porovnani s kombuchou ze zeleného ¢aje, jak podle obsahu fenolickych sloucenin,
tak i podle procent inhibice DPPH radikalu. Tento rozdil 1ze povazovat za statisticky vyznamny.
Rozdil mtze byt vysvétlen vét§Sim mnozstvim, rozmanitosti a hojnosti tfid fenolickych latek
v kombuse z ¢erného ¢aje. VEétsi rozmanitost fenolickych sloucenin je zpiisobena tim, Ze ¢erny
¢aj jiz podstoupil fermentaci béhem procesu vyroby a nasledkem toho ma odlisny profil
fenolickych sloucenin ve svém slozeni. Cerny &aj ma vy3si koncentraci dimernich
a polymernich fenolickych sloucenin (theaflavini a thearubiginli), které jsou
biotransformovany nebo degradovany enzymatickym pasobenim a nizkym pH napoje. Tim
padem béhem fermentace kombuchy vznikaji fenolické slouceniny s nizs§i molekulovou
hmotnosti, které nasledné zvySuji diverzitu fenolickych slouc¢enin v kombuse z ¢erného caje
(Chu & Chen 2006; Jayabalan et al. 2007; Kallel et al. 2012; IvaniSova et al. 2020).

V posledni dobé¢ se ve svétové literature objevuje stale vice zprav o vyuziti ¢ajové houby
k vytvareni novych fermentovanych funkénich produkti z jinych surovin nezli ¢aje, naptiklad
z ovocnych nebo zeleninovych §tav, bylinnych nebo rostlinnych nalevi a mléénych produkti.
Nekteré z nich obsahuji sacharidy, které ¢ajova houba vyuziva jako zdroj uhliku a v procesu
fermentace se produkuji bioaktivni latky, diky kterym se ziskavaji produkty s jedine¢nymi, pro
zdravi prospéSnymi vlastnostmi. V zavislosti na slozeni suroviny se vlastnosti produkti 1isi.
Zda se, ze aplikace ¢ajové houby k vytvoreni novych funk¢nich produktl na bazi riznych
surovin je stale otevienou otazkou. V naSem sledovani jsme se také zaméfili na moznost vyuzit
jako substrat nejen tradi¢ni, cerny nebo zeleny caj, ale i jiné, méné popularni moznosti. Vyrobili
jsme také kombuchu na bazi nékterych bylinnych nalevi, konkrétné rooibos a lipového kvétu.
Nékterymi studiemi jiz byly popsany vlastnosti kombuchy z danych typi substratt, avSak jejich
pocet a informace jsou stalé znacn¢ nedostacujici.

Ve studii Hoon et al. (2014) byla stanovena antioxida¢ni aktivita a mnozstvi polyfenolt
v péti typech kombuchového ¢aje béhem 5 dnti. I kdyz bylo zjisténo, ze mnozstvi celkovych
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fenold kombuchy z ¢aje rooibos bylo vyrazné€ vetsi nez u kombuchy z ¢erveného a oolong Caje,
kombucha z ¢erného a zeleného ¢aje mély nejvyssi celkovy obsah fenolti na konci obdobi
analyzy. Gaggia et al. (2018) pfi zkoumani vlastnosti kombuchy z ¢erného, zeleného a rooibos

Uvadi se, Ze ¢aj rooibos neobsahuje katechiny, a to je hlavnim divodem, pro¢ kombucha,
ktera je vyrobena zrooibosu, méa nizs$i antioxidacni aktivitu nez napiiklad kombucha ze
zeleného nebo Cerného Caje. Vysledky, které jsme stanovili toto tvrzeni také potvrzuji. Nami
bylo zjisténo, ze kombucha z ¢aje rooibos méla svou nejvyssi antioxida¢ni aktivitu 12. den
fermentace v hodnoté IC 50 - 58,93 + 4,94 ul/ml, coz piedstavuje skoro 8krat nizsi antioxidaéni
aktivitu, nez u kombuchy z ¢erného Caje a 5krat nizsi nez u kombuchy ze zelené¢ho caje.
Nicméng, jedna ze zminénych studii také uvadi informaci, ze kombucha z rooibos listi ma
mnozstvi kyseliny glukuronové srovnatelné s kombuchou z ¢erného caje, a navic obsahuje dalsi
cenné slouceniny, napfiiklad rutin, aspalathin, orientin a isoorientin. Plus k tomu kombucha
z rooibosu prokazala vyznamny pozitivni vliv na regeneraci oxida¢niho poskozeni bunéénych
linii fibroblastli (Gaggia et al. 2018).

Caj z lipového kvétu, jako substrat pro vyrobu kombuchy, byl nami zvolen kviili svym
jiz davno prokazanym, vysoké cennym Gc¢inkiim na zdravi (Matsuda et al. 2002; Karioti et al.
2014; Melnyk et al. 2021). Vysledky antioxidacni aktivity kombuchy z lipového Ccaje
a 383,49 £ 5581 mg GAE/l. Kayisoglu & Coskun (2021) sledovali vlastnosti (véetné
antioxidacéni aktivity) kombuchy béhem 14. dnu fermentaci, pfipravené z ¢erného, zeleného,
antioxidac¢ni aktivitu ze vSech vzorkd, jeji hodnoty byly vyrazné niz§i vii¢i kombuSe ze zelené¢ho
a Cerného cCaje. Presto vSak autofi zjistili jiné pozitivni vlastnosti kombuchy z lipového ¢aje,
tykajici se senzorickych vlastnosti kone¢né¢ho napoje.

Vzhledem kvyse uvedenym informacim by bylo vhodné zahgjit dalsi testovani
kombuchy z rooibos a lipového Caje, a zaméfit se na zkoumani jinych moznych zdravi
prospésnych vlastnosti kombuchy, pfipravené z téchto druhu rostlin.

Pi vyhodnoceni a porovnani rozdili mezi vzorky v zavislosti na dnu fermentace jsme
dosli k zavéru, ze obsah fenolickych sloucenin a antioxida¢ni aktivita kombuchy se zvySuje
s dobou fermentace. Obsah fenoltt od 5. do 12. dne fermentace u kombuchy z ¢erného,
zeleného, rooibos a lipového Caje se zvysil o 48, 41, 23 a 30 %, a antioxidac¢ni aktivita vzrostla
018, 16, 22 a 20 % ve stejném poradi.

Jafari et al. (2020) ve své studii provedli komplexni vyzkum antioxidac¢nich vlastnosti
kombuchy pfi rizné dob¢ kultivace. Kombucha z ¢erného ¢aje byla ponechana fermentaci po
dobu 14 dnt a byla sledovana jeji antioxidacni aktivita 7., 10. a 14. den. Autofi piiSli ke
stejnému zjisténi, ze delsi fermenta¢ni doba ma za nasledek zvysenou antioxida¢ni aktivitu ve
vzorcich (59,63 + 0,90 az 88,13 £+ 0,83 % inhibice DPPH).

Podobnych vysledk dosahli Jayabalan et al. (2008) pii zkoumani kombuchy b&¢hem
fermentace ptipravené ze zeleného Caje, cerného Caje a cajovych zbytkd. Pti pouziti F-C metody
a metody zalozené na schopnosti vychytdvat DPPH radikédl bylo stanoveno, Ze celkové
mnozstvi fenolickych sloucenin a antioxidacni aktivita ndpoji se progresivné zvysovala
s dobou fermentace. Bylo pozorovano zvySeni o 19 % celkovych fenolickych latek v kombuse
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ze zeleného Caje (850 az 1250 mg GAE/l) a o 17 % v kombuse z ¢erného ¢aje (600-720 mg
GAE/I).

Amarasinghe et al. (2018) hodnotili antioxida¢ni aktivitu ¢tyf vzorki kombuchy
z ¢erného Caje s riznymi koncentracemi béhem dvou mésict. Bylo stanoveno zZe se zvysujici
dobou fermentace vzorky kombuchy vykazovaly vysSi antioxidacni aktivitu. AvSak
antioxidac¢ni aktivita vzorktl se po dvoumésicni fermentac¢ni dobé vyrazné snizila, coz ukazalo,
ze nadmérné zvySeni doby fermentace zvySuje mnozstvi organickych kyselin a ¢ini népoj
nezédoucim ke konzumaci.

Dané zjisténi Ize pravdépodobné vysvétlit skutecnosti, ze pii mikrobialnich pfeménach
se uvolnuji slouceniny, které maji za nasledek vyssi antioxidac¢ni aktivitu (Torino et al. 2013;
Ivanisova et al. 2020). Komplexni fenolické slouceniny ve fermentovanych napojich mohou
podléhat degradaci v kyselém prosttedi a pomoci enzymu, uvolnovanych bakteriemi
a kvasinkami symbiotické kultury, coz v dusledku zvysuje jejich celkovy obsah. K tomu si je
jesté tieba uvédomit, Ze na antioxidacni aktivité vzorki se podili kromé obsahu polyfenoli
1 dalsi slozky, které jsou jiz ptitomné nebo produkované béhem procesu fermentace (vitaminy,
antioxidanty na bazi aminokyselin atd.). Proto se domnivame, ze mikrobialni fermentace se zda
byt Géinnym procesem pro zlepSeni antioxida¢ni aktivity finalniho produktu.

Stejnymi pfeménami sloucenin lze vysvétlit i rozdil mezi antioxidaéni aktivitou
kombuchy a nefermentovanych cajovych nalevl. IvaniSova a spol. (2019) porovnali, po
7. dnech fermentace pii 22 °C, koncentrace fenolickych slou¢enin v ¢erném c¢aji a kombuse ze
stejného cCaje. Autofi uvad€ji vySsi hodnoty celkovych fenolickych latek, flavonoida
a antioxidacni aktivity ve vzorku kombuchy, coz potvrzuje vyse uvedené tvrzeni, ze komplexni
fenolické slouc¢eniny mohou byt béhem fermentace degradovany na mensi molekuly.

Polyfenoly napoje kombucha z ¢erného ¢aje po 21 dnech fermentace studovali
Bhattacharya et al. 2016). Autofi zjistili, ze obsah celkovych polyfenoli a flavonoidu se
u kombuchy zvySuje ve srovnani s nefermentovanym vzorkem ¢erného ¢aje. V jiné studii byly
také porovnany antioxidacni vlastnosti a mnozstvi bioaktivnich sloucenin, produkovanych
C¢ernym Cajem a kombuchou ze stejného druhu caje. Vysledky ukazaly vyssi hladiny
antioxidantt a bioaktivnich slou¢enin v kombuse nez ve vzorku ¢erného ¢aje (Lobo et al. 2017).

V nasi praci jsme také provedli porovnani vysledkt vsech vzorkd kombuchy se vzorky
nefermentovanych cajovych nalevii. Ve vSech variantach vysledky vzorkii kombuchy
vykazovaly vysS8i antioxidacni aktivitu a obsah fenolickych slouc¢enin nez vzorky cajovych
nalevu. Vyjimkou byly vzorky kombuchy ze zeleného ¢aje a nédlevu zeleného caje, mezi
kterymi statisticky vyznamny rozdil prok4dzan nebyl.

Navzdory skute¢nosti, ze tento napoj je znamy jiz dlouhou dobu, neni pochyb o tom, Ze
prace na vylepSeni tohoto produktu by meéla pokraCovat. Stale existuje velké mnoZstvi
potencialnich surovin, které nebyly testovany z hlediska vhodnosti pro vyrobu kombuchy.
Pouziti novych substrati muze vést k vyndlezu novych produktl s vlastnostmi podporujicimi
zdravi. Vzhledem k tomu, Ze studie provedené za ucelem posouzeni kvalitativnich
a kvantitativnich vlastnosti slozek kombuchy jsou rozptylené, mél by také byt proveden
védecky vyzkum, aby se objasnila zdravi prospéSna tvrzeni a aspekty bezpecnosti tohoto
napoje.

41



[ Zavér

Cilem prace bylo stanovit antioxida¢ni aktivitu a obsah fenolickych slou¢enin kombuchy
ze zeleného, Cerného, rooibos a lipového Caje a také ve vzorcich nefermentovaného caje.
Testovani bylo provedeno pomoci TPC a DPPH metod. Nejlepsi vysledky antioxidaéni aktivity
a obsahu fenolickych sloucenin prokéazal vzorek kombuchy z ¢erného ¢aje k 12. dni fermentace.
Mezi ¢aji nejlepsich vysledki dosahl nalev zeleného caje.

Druhym cilem bylo porovnat vysledky a vyhodnotit mozny statisticky vyznamny rozdil
v antioxidac¢ni aktivité a obsahu fenolickych slouc¢enin mezi vzorky kombuchy pii rizné dobé
kultivace. Bylo provedeno testovani vzorkd 5., 7. a 12. den fermentace. Hypotéza, zZe
antioxidacéni aktivita a obsah fenolickych slouc¢enin v kombuse se progresivng zvysuje s dobou
fermentace, byla potvrzena ve vSech variantach napoje, rozdil hodnot byl vyhodnocen jako
statisticky vyznamny. Vyjimku ptedstavovaly vzorky kombuchy z lipového ¢aje 7. a 12. den
fermentace, mezi kterymi statisticky vyznamny rozdil prokazan nebyl.

Pro splnéni dal$iho cile jsme provedli porovnani vysledkd mezi vzorky kombuchy
Vv zavislosti na druhu pouzitého caje. Hypotéza, Zze antioxidacni aktivita a celkovy obsah
fenolickych sloucenin napoje kombucha se 1i$i v zavislosti na druhu pouzitého Caje se také
potvrdila ve vSech vzorcich, kromé& vzorkii kombuchy ze zeleného a ¢erného caje 5. den
fermentace, mezi kterymi podle obsahu fenolti nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil.

Poslednim cilem bylo porovnani vysledkli vSech vzorki kombuchy se vzorky
nefermentovanych ¢ajovych nalevu. Hypotéza, Ze obsah fenolickych slou¢enin a antioxida¢ni
aktivita u nefermentovaného Caje bude nizs$i nez u kombuchy vyrobené ze stejného Caje, se
potvrdila ve v§ech porovnavanych variantach. Statisticky vyznamny rozdil v§ak nebyl prokazan
mezi hodnotami IC 50 vzorkd kombuchy ze zeleného ¢aje a nalevu zeleného Caje.

ProtoZe se jedna o celosvétové zndmy ndpoj, mize byt zkouméni vyhod a nevyhod
konzumace tohoto napoje mimotaddné smysluplné. Podle literatury neexistuji téméf Zadné
zaznamy o systematickych pokusech, zkoumajicich vliv konzumace kombuchy na organismus.
To by mohla byt cilova oblast, na kterou by bylo vhodné budouci vyzkum zamétit. Objasnéni
zdravi prospé$nych tvrzeni by mohlo podpofit naslednou propagaci kombuchového napoje
mezi spotiebiteli.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symboli

ABTS — kyselina 2,2°-azinobis-(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova)
BHA — butylovany hydroxyanisol

BHT — butylovany hydroxytoluen

C — katechin

CAT — katalaza

DPPH 2,2-di(4-terc-oktylfenyl)-1-pikrylhydrazyl

EC — epikatechin

EGC — epigalokatechin

EGCG — epigalokatechin galat

EKG — epikatechin galat

F-C — Folin-Ciocalteu

GAE ekvivalenty gallové kyseliny (gallic acid equivalents)
GC — gallokatechin

GCG — galokatechin galat

GPx - glutathionperoxidaza

HAT, hydrogen atom transfer — ptenos atomu vodiku

IC 50-50% inhibi¢ni koncentrace

LDL — nizkodenzitni lipoprotein

OG - oktylgalat

ORAC - Oxygen Radical Absorption Capacity

PG — propylgalat

RNS, Reactive Nitrogen Species — reaktivni formy dusiku
RONS — ROS a RNS

ROS, Reactive Oxygen Species — reaktivni formy kysliku
SCOBY, Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast — symbiotické spojeni bakterii a kvasinek
SET, single electron transfer — pienos jednoho elektronu
SOD - superoxiddismutaza

TBHQ - terc-butylhydrochinon

TEAC - Trolox equivalent antioxidant capacity

TF — theaflaviny

TPC — total phenolic content

TR — thearubiginy
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