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ANOTACE

Tato bakalarska prace se zabyva analyzou biologicky aktivnich sloucenin obsazenych
v kvaSeném ndpoji kombucha. Na zacatku prace je popsan postup piipravy ndpoje a chemické
sloZzeni. Dale jsou uvedeny jeho blahodarné i nezddouci u¢inky na lidsky organismus. Zavérem
je pozornost zaméfena na samotnou analyzu bioaktivnich latek v kombuse predev§im pomoci

kapalinové chromatografie.
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Fermented kombucha drink and its effects on human health

ANNOTATION

This bachelor thesis deals with the analysis of biologically active compounds contained in the
fermented kombucha drink. The process of preparation of beverages and chemical composition
is described at the beginning of the thesis. In addition, its positive and side effects on the human
organism are mentioned. The last part of the thesis is devoted to the analysis of bioactive

substances of kombucha by liquid chromatography.
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SEZNAM ZKRATEK

ABTS+ 2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat)
BTK kombucha pfipravend z ¢erného Caje

DLLME disperzni kapalinova mikroextrakce

DPPH 1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl
DPPH-H difenylpikrylhydrazin

EC epikatechin

EGC epigalokatechin

EGCG epigalokatechin galat

ECG epikatechin galat

GlcUa kyselina glukuronova

GTK kombucha pfipravend ze zeleného caje
HPLC vysokoucinna kapalinovéa chromatografie
LAB bakterie mlééného kvaSeni

MIC minimalni ihibi¢ni koncentrace

SCOBY symbiotickd kultura bakterii a kvasinek
TSA trypton sojovy agar
TSB trypton sojovy bujon

WTK kombucha pfipravend z ¢ajového odpadu



UVOD

Kombucha, je fermentovany mirné syceny a lehce kysely nealkoholicky napoj plivodem z Asie.
Ziskava se fermentaci slazeného ¢aje symbiotickou kulturou kvasinek a bakterii, ktera je
ulozena v celulozovém biofilmu (SCOBY). Tradi¢né se vyrabi z Cerného Caje, ale k ptiprave je

mozné pouzit také Caj zeleny, oolong nebo ¢aj bylinny.

Tento népoj siv posledni dob¢ ziskal obrovskou popularitu, diky tomu, ze obsahuje velké
mnozstvi bioaktivnich latek, a proto se kvalifikuje jako funkéni potravina s mnoha zdravotnimi
vyhodami. Ziskal si oblibu piedev§im diky svym terapeutickym ucinkiim, jako jsou
antimikrobialni, antioxida¢ni, antikarcinogenni, detoxikac¢ni, hepatoprotektivni a probiotické
ucinky [1]. Pfedpokladéd se, ze 1écebné ucinky tohoto napoje jsou zplsobeny piitomnosti
probiotickych mikroorganismii a chemickym slozenim tohoto ndpoje, zejména polyfenoly,

aminokyselinami, organickymi kyselinami a vitaminy rozpustnymi ve vod¢ [2].

Vyskyt a mnozstvi chemickych slozek v népoji je variabilni, zavisi pfedev§im na druhu
a mnozstvi mikroorganismit obsazenych v symbiotické kultufe, dale na podminkach

fermentace, jako je Cas a teplota, obsahu sachardzy a druhu pouzitého ¢aje. [3].

Stejné tak, jak mize byt kombucha pro ¢lovéka prospésna, tak pokud nebudou dodrzeny
hygienické podminky pro vyrobu, miize byt dokonce i toxicka, z ditvodu ptitomnosti plisni ¢i

zvySeného obsahu tézkych kovil napt. olova [4].
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1 KVASENY NAPOJ KOMBUCHA

Kombucha je nazev pro nealkoholicky sladkokysely mirn€ syceny napoj vznikly fermentaci
predevsim slazeného Cerného Caje (Camellia sinensis). K fermentaci je vyuzivana symbioticka
kultura bakterii a kvasinek, znaméa také pod zkratkou: SCOBY [3]. Cajovy nalev se

symbiotickou kulturou kombuchy je zobrazen na obrazku €. 1.

o e—
D

Obrazek 1: Cajovy nalev po pridani symbiotické kultury ,,SCOBY* (Foto autor)

1.1 Historie kombuchy

Tento sladkokysely kvaSeny ndpoj vznikl na Uzemi MandZzuska (historickd oblast
na severovychodé Ciny) pred 2500 lety a ihned se rozsitil po celé Cing, kde byl piijat béhem
vlady dynastie Tsin pro svou detoxikaci a energizujici vlastnosti [5]. V roce 414 n.l. 1¢kat
jménem Kombu dovezl tento produkt do Japonska a pouzil jej k 1€cbé travicich problémi cisare

Inkya. Po tomto lékafi byl napoj tidajné pojmenovan Kombucha [5; 6].

Népoj byl nejprve piedstaven orientdlnimi obchodniky v Rusku a poté se ptes vychodni Evropu
a Némecko v 50. letech dostal do Francie. Konzumace napoje zde byla tak populdrni, Ze

zpiisobila nedostatek cajovych listkll a cukru. Z tohoto diivodu se napoj ptestal konzumovat.

O par let pozd¢ji védci potvrdili, Ze konzumace kombuchy byla zdravi prospésna stejné jako
jogurt diky pritomnosti kyselin. V tento moment se popularita kvasené¢ho napoje opét zvysila a
na trh byl uveden i s fadou novych ptichuti. Nasledn¢ i socidlni média zpopularizovaly tento
napoj zejména ve Spojenych statech tim, ze zdlraznuji pozitivni zdravotni piinosy, které lze

ziskat jeho pravidelnou konzumaci [5; 6].

Kombucha béhem své expanze do dalsich zemi ziskala hned nékolik dalsich nazvi, jako Cajova
houba, Kargasoksky ¢aj, Mandzusk4 houba a Haipao. Jedna etymologicka teorie uvadi, Ze

nazev ,,Kombucha“ se v japonstiné pteklada jako ,,Caj z motskych tas* nebo ,.kombu-cha“ [6].
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1.2 Kvaseni

Kvaseni ¢i fermentace je technologicky proces, ktery vyuziva rlst a metabolické aktivity
mikroorganismi pro konzervaci a pfeménu potravindiskych materiald. Dodava potravindm

charakteristické aroma, chut’, texturu a nutri¢ni profil (obrazek ¢. 2).

|

Obrizek 2: KvaSeny napoj kombucha pfipraveny ke konzumaci (Foto autor)

Z historického hlediska byla fermentace vyvinuta za ucelem uchovavani potravin, které rychle
podléhaji zkaze. Béhem procesu kvaseni dochézi k inhibici ristu patogennich organismi, ¢imz
se oddaluje proces kazeni a je tak nasledné prodlouzena trvanlivost potravin. Tato technologie
se rozvinula a nyni jiz neni pouzivana vyhradné pro konzervaci, ale je vyuzivana i jako nastroj

pro vytvareni organoleptickych profilti v potravinach a zlepSovani jejich chutnosti [7].

Béhem spontanni fermentace se v rostlindch a v mléénych vyrobcich uplatituje komunita
bakterii mlé¢ného kvaseni (LAB) skladajici se z rodl Lactobacillus, Leuconostoc, Lactococcus
a Streptococcus, které se podili na produkci kyseliny mlécné. Pti alkoholovém kvaSeni
dominuji kvasinky Saccharomyces cerevisiae a pti kvaseni syra jsou ptitomny rody Penicillium
spolu s bakteriemi Propionibacterium spp. a LAB. Pfi kyselém octovém kvaSeni, které¢ je

vyuzivéano pro vyrobu kombuchy dominuji bakterie rodu Acetobacter a Gluconobacter [8].
1.3 Priprava kombuchy

1.3.1 Vybér ¢aje pro vyrobu kombuchy

K pfipravé kombuchy se tradicné pouZziva ¢erny, oolong a zeleny ¢aj. Rozdil mezi jednotlivymi
typy €aju je zpiisoben riznym technologickym zpracovanim listl ¢ajovniku, a to pfedevsim
riznym stupném fermentace. Zelené ¢aje jsou nefermentované, oolong jsou polofermentované
a Cerné caje jsou pln¢ fermentované. Pti fermentaci ¢aje dochazi k enzymatické oxidaci
ptitomnych polyfenolt kyslikem.
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Cerny €aj je fermentovan zcela, to znamena, ze proces oxidace je zde nejvyraznéjsi a proto
cerny ¢aj miva silngjsi vliini nZ ostatni caje. Vlivem enzymatické oxidace dochazi ke zméné ve

struktufe katechinti a vznikaji dimerni a polymerni formy: theaflaviny a thearubiginy.

K vyrobé zeleného caje se vyuzivd proces zahiivani. Tento postup inaktivuje enzymy
katalyzujici oxidaci, coz zabranuje procesu fermentace. Jelikoz zeleny ¢aj neni fermentovany
je pozorovano velmi odli$né sloZzeni mezi jednotlivymi odriidami, a tedy i i€inky na zdravi jsou
u kazdého druhu jiné. Ukdzalo se, Ze zeleny ¢aj ma mnohem lepsi vliv na pribéh kvaSeni
kombuchy nez ¢aj Cerny, proto je kombucha ze zelen¢ho ¢aje ptipravena ke konzumaci rychle;ji.

[9; 31.

U oolong ¢aje 1ze jeho zpracovani rozdélit do sedmi krokd, které zahrnuji slunéni, vadnuti,
fermentaci, ryZovani, rolovani, vypalovéani, kone¢né vypalovani a baleni. Stupeni oxidace je
v rozmezi od 10 do 70 %. Chut’ je na pfechodu mezi ¢ernym a zelenym ¢ajem a je také znamy
diky svému ovocnému a kvétinovému aroma. Obsah hlavnich katechinii v listech ¢aje oolong
je nizsi nez v zeleném caji, protoze katechiny jsou béhem fermenta¢niho procesu ¢astecné
oxidovany polyfenoloxiddzou [10]. K ptipravé kombuchy lze také pouzit napiiklad caj

meduiikovy, jasminovy a matovy. [9].
1.3.2 Prvni a druha fermentace

Pfesny recept na ptipravu kombuchy neexistuje, jelikoZ se pomér surovin miize upravovat podle
pozadované vysledné chuti. Nejcastéji se vSak pfipravuje rozpusSténim 50 - 150 g sacharozy
(nejlépe nerafinovany tzv. hnédy cukr) v 1 litru Cerstvé prevaiené vody. Ve sladkém nélevu
nechame poté vyluhovat 5 g listkii ¢erného nebo zeleného Caje po dobu 10 minut. Po vyjmuti
cajovych listkil se ¢aj necha vychladit na pokojovou teplotu (20-25 °C) a az potom je do Caje
pfidana SCOBY (celul6zova membrana obsahujici konsorcium bakterii a kvasinek) spole¢né

se 100 ml kombuchy z ptedchozi fermentace (startovaci kultura) [9].

Nasledné se nadoba prikryje bavinénou latkou, kterd chrani népoj pted prachem, hmyzem,
sporami a nezddouci kontaminaci. Takto se necha inkubovat pfi pokojové teploté nejlépe na
misté, kam pfimo nesviti slunce po dobu 7 az 10 dnl. Nedoporucuje se ptekracovat dobu
fermentace, nebot” kyselost miize stoupnout na troven potencialné skodlivou ke konzumaci.
Béhem fermentace se doporucuje kontrolovat pH aproces kvaSeni zastavit pii pH 4,2
(v domacich podminkach Ize ukoncit fermentaci pomoci postupného ochutnavani, napoj by

nem¢l byt ani pfili§ sladky ani kysely) [9].
14



Po této prvni fermentaci je nutné oddélit SCOBY od nové vniklého kvasené¢ho népoje. SCOBY
lze skladovat na chladném misté spolecné s 20 % jiz fermentované kombuchy pro pozdé¢jsi
opétovné pouziti. V tento moment je mozné¢ kombuchu naplnit do lahvi a vychlazenou ji

konzumovat (obrazek ¢. 3). [9]

Obrizek 3: KvaSeny napoj po prvni fermentaci (Foto autor)

Po prvni fermentaci je mozné provést tzv. druhou fermentaci za ucelem zvyseni charakteristické
chuté¢ caje atvorby plynu. Do stocené zkvaSené kombuchy se ptidd novy slazeny ¢aj nebo
ovocna $tava, kdva, ovoce (obrazek ¢€.5) nebo kokosova voda a v tomto stavu je udrzovana pfi
pokojové teploté po dobu 2 az 3 dnti [11]. Zjednodusené schéma procesu kvaseni kombuchy je

znazornéno na obrazku ¢.4.

rozpusténi 50-150 g cukru v 1 litru vatici vody
~Z
5g ¢ajovych listkl se vylouhuje po dobu 10 minut
AV
vychlazeni ¢aje na pokojovou teplotu
\Z
pfidani SCOBY a startéru
A4
fermentace po dobu 7-10 dnti
A4
odstranéni mikrobiélni kolonie
A4
kvaSeny népoj kombucha
N
druhd fermentace

Obrazek 4: Schéma procesu prvni fermentace
Kone¢nym produktem je ndpoj sloZzeny z organickych kyselin, vitaminti, minerala a c¢ajovych

slozek, ptipominajici chut’ cideru. Doporucena spotieba je 100 az 300 ml denné [5].
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Obrazek 5: Kvaseny napoj po druhé fermentaci (Foto autor)

1.3.3 Hygiena a bezpe¢nost pri vyrobé kombuchy

Pro ptipravu kombuchy je velmi dilezité pouzivat nekovové nastroje a sklenéné nadoby. Pokud
by byl pouzit jiny material, mohlo by dojit k uvolnéni nezaddoucich latek do napoje a k jeho
kontaminaci. Naptiklad pokud by byla pro fermentaci pouzita keramicka nddoba mohlo by dojit

k uvolnéni olova [12].

Néadoby je nutné udrzovat cCisté a dezinfikované, aby se zabranilo rdstu patogennich
mikroorganismi [9]. Tomu napomahé ptirozené nizké pH napoje a nedostatek kysliku, které
inhibuje rist nezddoucich bakterii. Béhem fermentace je nutné kontrolovat pH, aby nekleslo
pod hodnotu pH 4,2, protoze pfi nizSim pH miZe byt v napoji obsazena kyselina octova v tak

vysoké koncentraci, Ze by konzumace napoje mohla byt zdravi Skodliva. [13].
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2 SLOZENI KOMBUCHY A JEHO VLIV NA ZDRAVI

2.1 Mikrobiologické sloZeni kombuchy

Symbiotickd kultura kombuchy neboli SCOBY (obrazek €. 6) je tvofend dvéma typy
organismi: kvasinkami (Brettanomyces, Zygosaccharomyces, Saccharomyces a Pichia)
a octovymi bakteriemi (rod Acetobacter a Gluconobacter). [14]. Je ve formé rosolovité Sedé az
hnéd¢ vicevrstvé celulozové membrany, a pravé diky tomuto vzhledu, podobnému klobouku
houby, je oznadovéna jako Cajova houba [13]. Tato makroskopicka Zelatinova hmota je velmi
podobna ,,octové matce”, ktera vznika béhem kvaseni octa [15]. Jeji hlavni funkci je
fermentace, tedy ziskani kvaSeného napoje (kombuchy). Tim, Ze plave na hladin¢ slazené
tekutiny zajistuje dostate¢ny piisun kysliku pro octové bakterie. Naopak kvasinky chrani pred
pusobenim kysliku, tim, ze jsou ve spodni ¢asti biofilmu. Ma tedy jak funkci kryci tak ochranou

pfed UV zafenim a jinymi mikroorganismy [13].

Celul6zovy biofilm, ktery se na poc¢atku vyroby piidava do slazeného ndpoje se oznacuje jako
,,matefska ¢ajova houba®. Béhem jednoho cyklu fermentace se nad timto biofilmem vytvori
nova tenka vrstva biofilmu oznacovéana jako ,,dcefind Cajova houba“. Ta je vytvofena pfi

kazdém tspésném fermentacnim kroku a je poté vyuzivana pro vyrobu nové Sarze napoje [9].

Obrazek 6: SCOBY: celul6zova membrana (Foto autor)

Metabolismus mikroorganismt v prubé¢hu fermentace kombuchy je slozity a neni zcela
objasnén. Nekteré bakterie a kvasinky maji svou funkci dobie definovanou, ale role nékterych

mikroorganismu jsou neznamé [16].

Na pocatku fermentace kvasinky hydrolyzuji sachar6zu na glukézu a fruktézu intervenazou
a produkuji glykolyzou ethanol. Pfi tom kvasinky z rodu Saccharomyces preferuji glukézu,
zatimco kvasinky rodu Zygosaccharomyces preferuji fruktéozu. Glukoéza je nasledné vyuzita
bakteriemi kyseliny octové k produkci kyseliny glukonové a ethanol k produkci kyseliny

octové. Pritomnost kyseliny octové stimuluje kvasinky k produkei vét§tho mnozstvi ethanolu,
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ktery je nasledné rodem Acetobacter vyuzivan k ristu a k dalsi produkci pravé této kyseliny

[11; 13].

Acetobacter xylinum se béhem procesu kvaSeni podili na tvorbé celul6zového filmu, ktery
spojuje bakterie a kvasinky. Syntéza celuldzy je ukoncena, kdyz se vrstva stane dostate¢né
hustou, az je ponofena do kapaliny. V celul6zovém biofilmu se tak zachycuji mikroorganismy
a octové bakterie zlstavaji neaktivni v disledku nedostate¢ného ptisunu kysliku. Oproti tomu
kvasinky, které jsou umistény ve spodni Casti biofilmu pokracuji v anaerobni fermentaci,
generuji ethanol a latky dilezité pro typické aroma kombuchy [16]. ZjednoduSené schéma

metabolismu mikroorganismu v pribéhu kvaseni kombuchy je zobrazeno na obrazku €. 7.

Celuléza

1

‘ Acetobacter xylinum ‘

Sacharéza Glukéza + Fruktéza

Bak¢erie 1

Ethanol + CO,

Kyselina glukonova Bakterie octového kvaseni

L Bakterie octového kvaseni ‘
Kyselinaoctova —> H,0+CO,
Kyselina glukuronova

Obrazek 7: Schéma metabolismu mikroorganismu [18]

2.2 Chemické slozeni kombuchy

Chemické slozeni kombuchy se muze lisit, v zavislosti na dobé fermentace, teploté, obsahu
sachardzy, typu pouzitého Caje a také na druhu symbiotickych mikroorganismi, které jsou
pfitomné v pouzitém inokulu. Latky, které jsou prokazateln¢ pfitomny ve vétSin¢ vzorkl
kombuchy jsou polyfenoly, organické kyseliny, sacharidy, vitaminy rozpustné ve vode¢,

mineraly, enzymy, anionty, aminokyseliny, ethanol, oxid uhli¢ity a kofein [16].

Celé chemické slozeni népoje urcuje jeho chut’ [17]. Vybrané zékladni a esencialni latky

obsazené v népoji i s jejich koncentraci, jsou sepsany prehledné v tabulce ¢.1.
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Tabulka 1: Chemické sloZeni kombuchy [16]

skupina slouc¢enina Primérné Pocatecni mnozstvi | Doba fermentace
slozeni cukru (dny)
Organické | Kyselina octova 5,6 g/l 70 g/l 15
kyseliny - e celina octova 8,36 g/l 100 g/l 18
Kyselina octova 11 g/l 100 g/1 30
Kyselina glukonova | 39 g/l 100 g/1 60
Kyselina glukonova | 0,0160 g/ 70 g/l 21
Kyselina mlécna 0,18 g/l 100 g/1 18
Vitaminy | Vitamin B, 0,74 mg/ml 70 g/l 15
Vitamin B> 0,08 mg/ml 70 g/l 10
Vitamin Be 0,52 mg/ml 70 g/l 15
Vitamin B2 0,084 mg/ml 70 g/l 15
Vitamin C 0,03 mg/ml 70 g/l 10
Ostatni Ethanol 55¢g/1 100 g/1 20
Bilkoviny 3¢/l 100 g/1 12
Polyfenoly 7,8 mM GAE* | 100 g/l 15
Mineréaly | Cu, Fe, Mn, Ni, Zn 0,1-0,4 pg/ml 70 g/l 15
Anionty F-, Cl-, Br-, I-, NOs-, | 0,04-3,2 mg/g 100 g/l 7
HPO4-, SO4-

2.2.1 Ethanol

Ethanol, jehoz chemicka struktura je na obrdzku ¢. 8, produkuji kvasinky pfeménou z cukru.

Ve vysledném produktu je obsazen jen v malém mnozstvi, protoze je vyuzit jako zdroj energie

pro bakterie [13].

Obrazek 8: Chemicka struktura ethanolu

Maximalni limit ethanolu pro nealkoholické népoje, v€etné napoji kombucha, je 0,5 % (v/v).

Pokud mé produkt obsah alkoholu vyssinez 0,5 % (v/v), musi byt klasifikovan jako alkoholicky

napoj [18].
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2.2.2 Kofein

Kofein je methylxantinovy alkaloid (obrazek ¢.9), bilé barvy a hotké chuti, ktery se do
kombuchy uvoliiuje z ¢ajovych listkii. Pfirozené se vyskytuje v semenech, listech a plodech
nékolika rostlin a stromt a pasobi jako ptirodni pesticid. Kofein je hlavni slozkou kavy, ¢aje

a ¢okolady. U lidi ptisobi jako stimulant centralniho nervového systému.

Nachazi se v energetickych napojich, produktech pro zlepSeni vykonu pii sportu, ulevu
od bolesti, snizeni Unavy a zlepSeni pozornosti. Déle je také obsazen v kosmetickych

produktech jako jsou mydla a Sampony [19].

Obrazek 9: Chemicka struktura kofeinu

2.2.3 Polyfenoly

Polyfenoly jsou aktivni slouceniny s vice nez jednou strukturni jednotkou fenolu na molekulu,
které predstavuji nejvetsi skupinu fytochemikalii a nejhojnéji se vyskytujici antioxidanty
ve stravé, které inhibuji volné radikély [3]. Jsou to latky, které se nachazeji v mnoha 1é€ivych
rostlinach a do kombuchy se uvoliuji z ¢ajového ndlevu. Daji se rozdélit na fenolové kyseliny,

flavonoidy (flavonoly, isoflavonoly, flavanoly, antokyany), stilbeny a lignany.

V kombuse pfipravené¢ ze zeleného Caje jsou obsazeny pievdzné katechiny, jako jsou
epikatechin (EC), epigalokatechin (EGC), epikatechin galat (ECG) a epigalokatechin galat
(EGCQG) a diky jejich vysoké koncentraci ma kombucha piipravend ze zeleného Caje vétsi
antioxidac¢ni aktivitu nez z ¢aje cerného. Tyto katechiny jsou dokonce u€¢inné€j$imi antioxidanty
nez vitamin C [20].N¢které studie vyssi antioxidacni aktivitu zeleného Caje kromé katechinii
ptipisuji 1 kvercetinu [21]. Hlavni katechin zeleného ¢aje je EGCG (obrazek ¢. 10), ktery je
z polyfenolii nejsiln€jSim antioxidantem a ma mnoho pozitivnich U¢inkl na lidské zdravi,

napiiklad oddaluje unavu, ma zklidilujici G¢inek a dokaze bojovat proti rakoviné [22].
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Obrazek 10: Chemicka struktura EGCG

V kombuse ptipravené z ¢erného c¢aje jsou hlavni skupinou polyfenoli theaflaviny, které
napoméhaji spalovani tukii, snizuji hladinu cholesterolu a krevniho cukru, chrani

kardiovaskularni systém a inhibuji volné radikaly [23].

Celkové piti ¢aje a kombuchy mtize inhibovat rozvoj rakoviny kiize, plic, jicnu, zaludku, jater,
dvanactniku, tenkého stfeva, slinivky bfiSni, tlustého stfeva, mocového méchyie, prostaty,

vajecnikd, Gstni dutiny a mlécné zlazy [23].
2.2.4 Organické kyseliny

Organické kyseliny pfitomné v kombuse jsou zapojeny do metabolickych drah jednak jako
meziprodukty nebo kone¢né produkty a tak hraji dialezitou roli v riznych biologickych

procesech [24].
2.2.4.1 Kyselina octova

V kombuse je kyselina octova (obrazek ¢.11) produkovéna bakteriemi octového kvaseni.
Dodava napoji jeho specifickou kyselou viini a chut, kterd pfipomind ocet. Koncentrace
kyseliny octové se v pribéhu fermentace zvySuje. K jejimu poklesu dochazi az po cca 30 dnech
kvaseni, v momentu, kdy jsou cukry v caji spotiebovany a kyselina octovd se stava
alternativnim zdrojem uhliku pro bakterie. Kombucha s vys$s§im obsahem kyseliny octové ma

velmi Stiplavou kyselou chut’ [17].

Obrazek 11: Chemicka struktura kyseliny octové

21



2.2.4.2 Kyselina mlééna

Kyselina mlé¢né neboli kyselina 2-hydroxypropionova (obrazek ¢.12), byla objevena v roce
1780 Svédskym chemikem Scheele, ktery ji izoloval z kyselého mléka. Je to bezbarva az slabé

zluta hydroskopicka kapalina s jemnou kyselou chuti, kterd neptebiji slab$i aromatické chuté.

OH

OH

Obrazek 12: Chemicka struktura kyseliny mlééné

Kyselina mlééna se vyrabi primyslové fermentaci sacharidi nebo synteticky hydrolyzou
laktonitrilu. Pouziva se v riznych napojich, cukrovinkéch, mase a oméackach jako okyselovadlo

¢i konzervacni €inidlo.
V kombuse je produkovéana bakteriemi mléEného kvaseni. Napoji dodava piijemné kyselou
chut’ a efektivné ho konzervuje, takZe mize byt v lednici uchovan i nékolik mésicti [25].

2.2.4.3 Kyselina glukonova

Kyselina glukonové je karboxylova kyselina odvozena od glukdzy oxidaci aldehydové skupiny
na karboxylovou. Jeji struktura se skladd z Sestiuhlikatého fetézce s navazanymi péti

hydroxylovymi skupinami a karboxylovou skupinou umisténou na konci (obrazek ¢.13) [20].
OH H o}

HO\/'\/-\)J\
OH

H

i o

O it
O it

H

Obrizek 13: Chemicka struktura kyseliny glukonové
Kyselina glukonova spole¢né s kyselinou octovou jsou hlavni organické kyseliny obsazené
v kombuse. Jsou to klicové slou€eniny, které piispivaji k utvareni kvality chuti kombuchy.
Kyselina glukonova pfispiva k pfijemné kyselé chuti napoje, zatimco kyselina octova
zpusobuje velmi trpkou kyselou pachut’. Jejich koncentrace je zavisla na konkrétnich bakteriich

kyseliny octové a kvasinkéch [3].
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Kyselina glukonova je hojné dostupna v rostlinach, ovoci a dalSich potravinach, jako je ryze,

maso, mlécné vyrobky, vino (az 0,25 %), med (az 1 %) a ocet [26].
2.2.4.4 Kyselina glukuronova

Kyselina glukuronova (GlcUa) je derivatem glukozy, u kterého je Sesty uhlik oxidovéan na

karboxylovou skupinu (obrazek ¢. 14) [27].

Obrazek 14: Chemicka struktura Kyseliny glukuronové
GlcUa je produkovéna zdravymi jatry a je nejvyznamnéjSim detoxikatorem v lidském téle [28;
29]. Diky jeji schopnosti reagovat s toxiny napomaha jejich vylou€eni z organismu a podporuje
spravnou funkci jater [27]. Proces silné vazby mezi molekulami kyseliny glukuronové a
toxinem je znamy jako glukuronidace. GlcUa miZze byt pfeménéna na glukosamin
a chondroitin-sulfat, které jsou spojeny s kolagenem a také s tekutinou, ktera piisobi jako

lubrikant v kloubech.

Kyselina glukuronova vznika v kombuse oxidaci gluk6zy béhem fermenta¢niho procesu a jeji
komplex s kyselinou maselnou, kterd je produkovana mikrobidlnim konsorciem v procesu
fermentace, méa schopnost posilovat stény stfeva a poskytovat ochranu proti parazitim [30].
GlcUa zlepsuje biologickou dostupnost polyfenoltl, a prodluzuje jejich pritomnost v téle, kde
aplikuji svou antioxidacni aktivitu a chrani organismus pifed nemocemi zpiisobenymi

oxida¢nim stresem [31].
2.2.5 Sacharidy

Sacharidy jsou polyhydroxylové aldehydy nebo ketony. D¢li se dle po¢tu cukernych jednotek
na monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. V kombuse jsou hnaci silou pro fermentaci,

kterd je zalozena na zkvaSovani cukra.

Pro ptipravu kombuchy je nezbytny disacharid sachar6za, ktery je tvofen dvéma cukernyma

jednotkami, které jsou spojené glykosidickou vazbou (obrazek €. 15). Na pocatku fermentace
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je hydrolyzovéana kvasinkami na monosacharidy glukézu a fruktozu, které jsou vyuzity jako

zdroj energie bakteriemi pii octovém kvaseni [32].

Obrizek 15: Chemicka struktura sacharoézy

2.2.6 Vitaminy

Z vitaminl se v kombuse vyskytuji pfevazné vitaminy rozpustné ve vodé, prevazné vitaminy

skupiny B (B1, B2, B6, B12) a vitamin C, jehoZ koncentrace béhem fermentace roste [33].
2.2.6.1 Vitamin B1

Vitamin B1 neboli thiamin (obrazek ¢.16), je bezbarvad krystalickd sloucenina, rozpustna
ve vodé anerozpustnd v alkoholu. Tento vitamin byl objeven japonskym biochemikem
Umetarem Suzuki, ktery se zabyval 1é€bou nemoci Beri-beri. Zjistil, Ze tato nemoc je vyvolana
pravé nedostatkem vitaminu B1 ve strave. Tento vitamin hraje klicovou roli v intraceluldrnim
metabolismu glukoézy a predpoklada se, ze inhibuje Gc¢inek glukédzy a inzulinu na proliferaci
bun¢k hladkého svalstva tepen. Napoméha télu pfeméiovat sacharidy a tuky na energii. Je
nezbytny pro normalni rlst a vyvoj a pfispiva k udrzeni spravné funkce srdce a nervového

a traviciho systému [34].

Obrazek 16: Chemicka struktura vitaminu B1

2.2.6.2 Vitamin B2

Vitamin B2 neboli riboflavin (obrazek ¢.17), je tepelné stabilni a ve vodé rozpustny flavin. Je

prekurzorem koenzymu flavinmononukleotidu a flavinadenindinukleotidu, které jsou Zivotné
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dilezité pro normdlni tkanové dychani, aktivaci pyridoxinu, konverzi tryptofanu na niacin

a detoxikaci zprosttedkovanou glutathionreduktazou.

Obrizek 17: Chemicka struktura vitaminu B2
Stejné jako ostatni vitaminy B podporuje produkci energie tim, Ze pomaha pii metabolismu
tukili, sacharidd a bilkovin. Je nezbytny pro zdravou kizi, nehty, rast vlasa a celkovy dobry
zdravotni stav, véetné regulace Cinnosti Stitné zlazy. Také dale napomahd pfi prevenci nebo

1é¢bé mnoha typt o¢nich poruch, véetné nékterych piipadi Sedého zékalu [35].
2.2.6.3 Vitamin B6

Vitamin B6 je souhrnné oznaceni pro skupinu tii pfibuznych sloucenin: pyridoxin, pyridoxal
a pyridoxamin a jejich fosforylované derivaty: pyridoxin 5'-fosfat, pyridoxal 5'-fosfat
a pyridoxamin 5'-fosfat. Ackoli by vSech Sest téchto slouc¢enin mélo byt technicky oznacovano
jako vitamin B6, termin vitamin B6 se béZn¢ pouziva zaménitelné pouze s jednou z nich, a to

pyridoxinem (obrazek ¢. 18) [36].

OH

HO R

Obrizek 18: Chemicka struktura pyridoxinu

Dostate¢ny ptisun vitaminu B6 ve stravé by si méli hlidat pfedevs§im sportovcei, zeny, které
uzivaji hormonalni antikoncepci, osoby trpici celiakii a néktefi chronicky nemocni lidé. Vétsi

davky napomahaji v 1¢¢bé chudokrevnosti a pii nervovych potizich [37].
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2.2.6.4 Vitamin B12

Vitamin B12 (kobalamin), je esencidlni vitamin, ktery ve své struktufe obsahuje kobalt
(obrazek €. 19). Je pfirozené produkovan bakteriemi a je nezbytny pro syntézu DNA a produkci
bunécné energie, pouziva se pii 1éCbe pernicidzni anémie, snizuje riziko vzniku srdecnich
chorob a =zlepSuje pamét [38]. Kobalaminu se vyskytuje nckolik forem, ptficemz
kyanokobalamin je méné aktivni nez metylkobalamin, ale diky jeho nizké cené je

nejrozsirenéjsi formou kobalaminu ve vyzivovych a potravinovych doplicich a lécich.

i
=
Y\H ;\Nll;
o}
P

Obrazek 19: Chemicka struktura vitaminu B12

2.2.6.5 Vitamin C

Vitamin C neboli kyselina L-askorbova (obrazek ¢. 20) je jednim z nejzndméjSich vitamint
s antioxida¢nimi UCinky. Je to esencidlni mikroZivina s mnoha dilezitymi biologickymi
funkcemi a kofaktorem pro biosyntézu kolagenu, karnitinu, neurotransmiterit a peptidovych
hormonti. M4 antikatabolicky ucinek a také urychluje regeneraci svali. Diky antioxida¢nim
vlastnostem inhibuje volné radikaly, ¢imz bojuje proti nemocem zptisobenymi oxida¢nim

stresem, jako je rakovina, srde¢ni choroby, Sedy zékal ¢i artritida.

Doporucend denni davka vitaminu C je pfiblizné v rozmezi 75-90 mg pro dospélého zdravého

muze 1 Zenu.
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Obrazek 20: Chemicka struktura vitaminu C

Strava s vysokym obsahem vitaminu C je zaloZena pfevazné na ovoci nebo jejich $t'dvach
(tfeSeni, pomeran¢, ananas, mango, mucenka, citrén). Dale je obsazen v zelené a Cervené
paprice, rajcatech, brokolici a listové zeleniné, jako je napfi. Spenat [39]. V kombuse je obsazen

ve vysokém mnozstvi a v pribéhu fermentace kontinualné roste [33].
2.2.7 Mineralni latky

Kombucha obsahuje fadu mineralnich latek, naptiklad méd’, Zelezo, mangan, nikl a zinek,
pfi¢emz se jejich koncentrace v pribéhu fermentace zvySuje [3]. Déle jsou v napoji piitomny
fluoridy, chloridy, bromidy, jodidy, dusi¢nany, fosfaty a sirany. Z téchto aniontti jsou v nejvyssi

koncentraci obsazeny fluoridy [40].
2.2.8 Enzymy

Enzymy jsou proteiny, které katalyzuji procesy latkové vymeény probihajici v buiice a bez
kterych by tyto procesy ani neprobihaly. Enzymy, které jsou obsazené v kombuSe diky
ptidavku SCOBY, se ucastni §tépeni vyzivovych latek, atim podporuji spravnou funkci

traviciho traktu.

Polyfenolické latky v €aji jsou mikrobidlnimi enzymy rozkladany na mensi fenolické latky
v biofilmu tvofeném bakteriemi a kvasinkami b&hem fermentace a tim stoupa celkova

antioxidacni aktivita kvaSeného napoje [41].
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3 UCINKY KOMBUCHY NA LIDSKE ZDRAVI

3.1 Antioxidac¢ni aktivita

Antioxidant je latka, kterd zpomaluje nebo inhibuje oxidaci substratu i ve velmi nizkych
koncentracich. Volné radikaly v téle vznikaji pti oxidacnich reakcich a maji schopnost spustit
nékolikandsobné fetézové reakce, které mohou vést k poSkozeni nebo az k smrti postizené
bunky. KdyZ se antioxidant dostane do kontaktu s volnymi radikaly, ziskaji schopnost se samy
oxidovat a inhibovat dalsi oxida¢ni reakce, které vedou ke Skodlivym fetézovym reakcim.
Oxidacni stres a nadbytek volnych radikali vede ke vzniku mnoha lidskych onemocnéni, jako
je Parkinsonova choroba, kardiovaskularni onemocnéni, rakovina a pred¢asné starnuti [42; 14;

43].

Béhem fermentace kombuchy se ze samotnych cajovych listkii uvoliiuje mnoho sloucenin
s antioxida¢nimi UC¢inky, pfedevSim se jednd o fenolické slouceniny, znichz nejvice
zastoupenou skupinou jsou katechiny, které tvoti asi 30 % celkové suché hmotnosti ¢erstvych

cajovych listkt [33; 2; 43].
3.2 Antimikrobialni aktivita

O kombuSe je znamo, ze vykazuje také antimikrobialni aktivitu proti Siroké Skale
mikroorganismi, pfi¢emz antimikrobidlni aktivita kombuchy pfipravené ze zeleného caje je
vy$$i nez z Cerné¢ho Caje [44]. Na toto téma bylo provedeno mnoho védeckych studii a byla
prokédzana inhibi¢ni aktivita jejiho nalevu proti mnoha patogennim mikroorganismiim jak

grampozitivniho, tak gramnegativniho pivodu [30].

Antimikrobidlni aktivita kombuchy je pfipisovana nizké hodnoté pH, diky ptfitomnosti kyseliny
octové a fady dalSich organickych kyselin. Navic kyselina octova a rovnéz i katechiny, které

jsou v napoji obsazeny, inhibuji fadu grampozitivnich a gramnegativnich mikroorganismi.

Nékteré studie prokéazaly, Ze vykazuje nejen antibakterialni aktivitu, ale i aktivitu antifungalni,
kterd je pfipisovana rovnéz kyseliné octové. Dale bylo prokdzano, ze kombucha mize

obsahovat i latky s antibiotickymi u€inky [45].
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3.3 Detoxikacni ucinky

Detoxikace je komplexni proces odstranovani toxickych latek z lidského téla, ktery je provadén
pfedevsim jatry. Enzymy, bakteridlni kyseliny a dals$i sekundarni metabolity produkované
mikroorganismy b&hem fermenta¢niho procesu, prokazaly schopnost detoxikace lidského

organismu [11].

Proto zaclenénim tohoto népoje, ¢i jinych fermentovanych vyrobki, do jidelni¢ku mtize vést
ke snizeni detoxikacni zatéZe na jatra. To je zpisobeno pifedev§im schopnosti kyseliny
glukuronové vazat se s toxickymi molekulami, které vstupuji do téla, a také schopnosti zvysit

vylu€ovani téchto molekul pomoci ledvin a stfev [46].
3.4 Probiotické ucinky

Probiotika jsou zivé mikroorganismy, které mohou mit pozitivni vliv na zdravi, pokud jsou
podavany v pfiméfeném mnozstvi. Nejcastéji je bakterialni slozka probiotické smési tvofena
z Lactobacillus, Bifidobacterium anebo smési téchto dvou kmend, ve které mize byt také
nékolik béznych typl kvasinek, jako je Saccharomyces boulardii a S. cerevisiae. Probiotické
mikroorganismy posiluji imunitni systém, pomahaji zlepsit traveni, bojuji proti pfemnoZzeni

Skodlivych bakterii a napomahaji v boji proti tizkosti a depresi [9].

Mnoho studii potvrdilo, Ze kombucha je nejen probiotikum, ale také symbiotikum (kombinace
prebiotik a probiotik). Prebiotikum selektivné napoméha ristu a aktivité konsorcia prospésnych
mikrobt pfitomnych v lidském stfevé. Bakterie a kvasinky pfitomné v tomto népoji ptsobi jako
probiotika a pfitomnd mikrocelul6za mize pomoci pfi ristu prospéSnych mikrobli pfitomnych

ve stieve [47].
3.5 Protirakovinné acinky

Diky pfitomnosti Cajovych polyfenolii a sekundarnich metabolitli produkovanych béhem
fermentaéniho procesu ma kombucha protirakovinné tginky. Cajové polyfenoly inhibuji
genové mutace i proliferaci rakovinnych bunck a maji schopnost ukoncit metastazy.
Konzumace kombuchy mlize pomoci pacientiim s rakovinou znovu vyrovnat pH krve, které se
v priibéhu nemoci obvykle zvySuje. Mnoho sloucenin, které byly identifikovany v ndpoji, jako
jsou napt. polyfenoly, kyselina glukonové, glukuronova, mlé¢na ataké vitamin C maji

schopnost snizovat vyskyt rakoviny zaludku [11].
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3.6 Jiné terapeutické acinky
Bylo provedeno i n¢kolik studii kde se ukdzalo, Ze kombucha vykazuje hepatoprotektivni

aktivitu. Pfi¢emz hepatoprotekce je schopnost zabranit poskozeni jater toxickymi latkami [48;

49] .

Kombucha pfipravend z ¢erného €aje projevila pozitivni vliv na rychlost tvorby pojivové tkané

a krevnich kapilar v oblasti poranéni a také na snizeni infekci u potkantt Wistar albino. [50]
3.7 Nezadouci Gcinky

Je znamo n¢kolik ptipadl, kdy méla konzumace kombuchy nezadouci t€¢inky na lidské zdravi.
Nejcastejsimi ptipady jsou alergické reakce u lidi, ktefi jsou velmi citlivy na kyseliny, dale
nevolnost, dusnost, bolesti hlavy a zavraté. U téchto pfipadu se ale neprokazalo, zda jsou tyto

ptiznaky zpiisobeny toxiny, které se vyskytuji pouze v konkrétni Sarzi [4].

Velmi nizké pH néapoje zplisobené fermentaci mize vést k vyluhovani nékterych chemickych
kontaminantli z fermentacni nadoby. Existuji dikazy o tézké otravé olovem zplsobené
pravidelnou konzumaci kombuchy, kterd fermentovala v keramické nadobé¢. Vétsina keramiky
obsahuje velmi nizké mnozstvi olova, coz nepfedstavuje zadné nebezpeci. Pokud je vSak
v téchto nadobach po delsi dobu kysely napoj, mize dojit k chemickym reakcim a naslednému
uvolnéni velkého mnozstvi olova. Z toho divodu je velmi diilezité pii fermentaci pouzivat

sklenéné nadoby [12].

Ptedevsim u doméciho péstovani kombuchy, kdy se kombucha ptedava z jednoho domu do
druhého, mlize nastat kontaminace patogennimi bakteriemi a plisnémi. Proto je potfeba vénovat
pozornost neobvyklému vyvoji zadpachu nebo barevné zmené Caje, aby se piedeslo nezddoucim
ucinkiim konzumaci kontaminovaného vyrobku. U domaci kombuchy mize dojit ke
kontaminaci plisnémi, pfedev§im druhy Penicillium a Aspergillus, které maji toxické
a karcinogenni U¢inky [4]. V ndpoji fermentovaném za nehygienickych podminek mize dojit
k vyskytu Bacillus anthrax [51]. Moznost nakazeni toxiny je vyssi, kdyz se ndpoj konzumuje
ve velkém mnozstvi. Proto je dulezité byt obezietny pii poddvani kombuchy jedincim

s oslabenou imunitou nebo u t€hotnych a kojicich zen [52].

Pouzivani ¢istého a dezinfikovaného nadobi pii piipravé kombuchy je tedy klicovy parametr

z zabranéni kontaminace produktu. [13].
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4 STANOVENI BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK
V KOMBUSE

V soucasnosti je vétSina biologicky aktivnich latek obsazenych v kombuSe stanovena
pfedevs§im pomoci vysokoucéinné kapalinové chromatografie (HPLC) ve spojeni se
spektrofotometrickym detektorem [53]. Pro stanoveni aniont (fluoridti, chloridd, bromidi,
jodidd, dusi¢nanti, fosforeCnanli a siranl) je zpravidla vyuZzivan iontovy chromatograf

s konduktometrickou detekci [40].

Biologicky aktivni latky se stanovuji bud’ bez pfedchozi tpravy, pouhym nafedénim kombuchy,
nebo se pfed samotnou analyzou provadi izolace sledovanych analytl z matrice jednou

z dostupnych extrakénich technik.
4.1 Extrakce

Extrakce je zékladni analytickd separani metoda, pii které dochazi k oddéleni analytu od
ostatnich slozek analyzované latky. V pribéhu této metody pfechazi analyt z jedné faze do

druhé a to, z kapaliny do kapaliny nebo z tuhé faze do kapalné. [54; 55].
4.1.1 Extrakce kapalina-kapalina

Tato separacni metoda je jednou z nejstarSich technik vyuZzivanych pro izolaci analytd
v analytické chemii. Pozadovana latka nebo skupina latek prechazi z jedné kapalné faze do
druhé, pficemz tyto dvé faze jsou navzdjem nemisitelné. Zpravidla se tento typ extrakce pouziva
u vodnych roztoki, ze kterych se latky extrahuji vhodnym s vodou nemisitelnym organickym
rozpoustédlem. Tato tradicni separacni technika je stile vyuZzivédna i pfes fadu nevyhod, jako
napt. velké mnozstvi rozpoustédel (ve vétsin¢ piipadi toxickych) nebo castd tvorba emulzi.

Avsak pfi zvoleni vhodného extrak¢niho ¢inidla je tato metoda vysoce u¢inna [54].
4.1.2 Disperzni kapalinova mikroextrakce

Disperzni kapalinovd mikroextrakce (DLLME), jejiz jednotlivé kroky jsou zobrazeny na
obrazku €. 21, je nova, ucinnd a jednoducha metoda s vysokou vytéznosti a s kratkou dobou
extrakce, kterd se pouziva ke stanoveni Siroké Skély organickych a anorganickych sloucenin.

Pii DLLME se vyuziva tvorba disperze extrakéniho rozpoustédla ve vodném roztoku vzorku,
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ktera je podpotena pouzitim disperzniho rozpoustédla. Nasledné je roztok odstfedén, ¢imz

dochazi k rozruSeni disperze a oddé€leni rozpoustédel [54].

Tato metoda byla vyuzita k extrakci xenobiotickych kontaminantl (alkylfenoli, bisfenolt a

alkylfenoletoxylat) v kombuse [56], jejich pfitomnost vSak prokazana nebyla.

Mikrostfikacka

Vortex

-»JM

Obrizek 21: Jednotlivé kroky disperzni kapalinové mikroextrakce [46]

Vodni roztok Disperze Odbér extraktu

4.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) je analytickd separani metoda, kterd se
vyuziva k separaci Siroké Skaly analyt. V prib&hu analyzy dochazi k distribuci latek mezi
mobilni a staciondrni fazi v zavislosti na afinité analytu k dané fazi. Latky s nizkou afinitou ke
stacionarni fazi jsou zadrzovany méné a jsou eluovany diive, zatimco latky s vysokou afinitou
jsou zadrzovéany déle a eluuji tak pozdéji. Dle relativni polarity stacionarni a mobilni faze se
fazové systémy HPLC déli na systémy s normalnimi fazemi (polarni sorbent, méné poldarni
mobilni faze) a systémy s obracenymi fazemi (nepoldrni sorbent, polarni mobilni faze). Dalsi

mén¢ bézny fazovy systém je iontové vymeénna chromatografie [57].
4.2.1 Chromatografické kolony

V analytické chemii jsou vyuzivany kolony o délce 50-250 mm s vnitinim primérem 2 -

24
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se pfed kolonu vétSinou zarazuje predkolonka. Jeji cena je oproti separacni koloné€ niz$i a jejim
pouzitim a v€asnou vyménou chranime drazsi separacni kolonu. Kolony pro kapalinovou
chromatografii jsou v soucasnosti plnény poréznimi nebo povrchové poréznimi sorbenty

s velikosti zrn 2—7 pm [58].
4.2.2 Detektory

Mezi nejbéznéjsi detektory pouzivané u HPLC se tadi spektrofotometricky detektor, dale je
mozné vyuzit fluorescen¢ni, konduktometricky, refraktometricky, coulometricky detektor ¢i
detektor rozptylu svétla. Stale Castéji se pro separaci biologicky aktivnich latek vyuziva spojeni

s hmotnostnim spektrometrem [58].
4.2.2.1 Spektofotometricky detektor

V kolonové chromatografii je nejvice rozsifen spektofotometricky detektor. Eluent vytéka
zkolony do mémé cely. Pfistroj je vybaven deuteriuovou vybojkou a miizkovym
monochromatorem. Pracuje pifi vlnové délce 220-600nm. Jednou zjeho nevyhod je
neschopnost zaznamenavat slozky, které neabsorbuji UV zafeni. Moderni pfistroje jsou
vybaveny spektrofotometrickymi detektory s proménlivou a programové ménitelnou vinovou
délkou tzv. diode array detektorem, schopnym proméfit celé UV/VIS spektrum slozky, kde

ziskana informace je kvalitativnim tidajem o stanovované slozce [57].
4.2.2.2 Fluorescen¢ni detektor

Fluorescencni detektor je zaloZzen na méteni emisniho zéfeni, které latka vydava po absorpci
primarniho excitacniho zéafeni. U téchto detektorl se jako zdroj zafeni vyuzivaji rtutové ¢i
xenonové vybojky nebo deuteriové lampy. Pro vybér vhodné vinové délky excitatniho a
emisniho zafeni lze vyuzit interferencni filtr nebo u drazSich pfistroji monochromator.
U monochromatoru lze tyto vlnové délky soucasné programovat v priabéhu eluce za ucelem
dosazeni maximalni citlivosti, coz je nejvétsi prednosti tohoto detektoru spolecné s jeho

znacnou selektivitou [57].
4.2.2.3 Konduktometricky detektor

Konduktometricky detektor zaznamenéava elektrickou vodivost eludtu v priatokové cele mezi
dvéma elektrodami, které jsou napajeny stiidavym napétim, za ucelem zabranéni jejich

polarizace. Uplatiiuji se njevice v iontové chromatografii, kdy se pouzivaji kolony plnéné
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ionexy s nizkou kapacitou, které umoznuji pouziti mobilni faze s nizkym obsahem elektrolyta.

[57].

4.3 Iontové vyménna chromatografie

Je to analytickd metoda ur€ena pro separaci iontd a nabitych ¢astic. Pokud nedojde k uplatnéni
jinych separacnich mechanismd, tak Castice bez naboje prochdzeji kolonou bez jakéhokoliv
zadrzeni. K separaci dochdzi na ménicich iontl, které maji na svém povrchu vazané iontové
skupiny s protiionty. Separovany a vymenovany mohou byt zaporné i kladné ionty v zavislosti

na pouzité stacionarni fazi — katex nebo anex.

Zakladem stacionarnich fazi je nosi¢ naptf. porézni silikagel nebo tuhd Castice
na bazi styrendivinylbenzenového kopolymeru. Na ném jsou chemicky vdzané iontova mista,
ktera s sebou nesou i ptislusny protiiont. lontové ménice se rozdeluji na silné/slabé kyselé
katexy nebo na silné/slab¢ zésadité anexy. Pokud jsou navazany sulfonové kyseliny jedna se o
silny katex, pokud karboxylové kyseliny je to slaby katex. Siln€ bazicky anex obsahuje jako
funkéni skupinu kvarterni dusikatou bdazi, slabé bazické anexy obsahuji primarni nebo

sekundarni amin.

Mobilni faze jsou zpravidla tvofeny vodnym roztokem kyselin, zdsad nebo soli a jsou
charakterizovany koncentraci iontd a jejich ndbojem. lonty s vét§im nabojem jsou zadrzovany
vice nez ionty s nadbojem mens$im. Pokud jsou nédboje stejné, vétsi retenci ma iont s veétsi
hmotnosti. U iontové vyménné chromatografie se k detekci vyuzivd konduktometricky
detektor, ktery je tvofeny dvéma elektrodami napajenymi stfidavym napétim a ktery registruje
zmény vodivosti eluentu. Pfi separaci kladnych iontl lze k eluci vyuzit HCI a pfi separaci

zapornych iontl se jako mobilni faze pouziva roztok Na>CO3 ¢i NaHCOs3 [57].

4.4 Stanoveni polyfenolu

Cajové katechiny jsou velkou skupinou bioaktivnich latek obsaZenych v kombuse. Jejich
analyza se provadi zpravidla pomoci HPLC v systémech s obracenymi fazemi kde jako
stacionarni fadze se pouziva chemicky védzany oktadecylsilikagel a jako mobilni faze smés
kyseliny ortofosfore¢né a acetonitrilu [46]. Cajové polyfenoly jsou vétsinou detekovany
spektrofotometricky pii vinové délce 280 nm. Kvantifikace se nejcastéji provadi metodou

vn¢jsiho standardu pomoci kalibracnich zavislosti.

34



Izomery epikatechinu byly degradovany az do 9. dne fermentace a 12. den byl pozorovan
vyrazny narast. Obsah EGC a EC byl 12. den vys§i nez pocateéni koncentrace.
Biotransformace EGCG na EGC a ECGna EC  enzymy vylu€ovanymi mikroorganismy
v kultufe kombuchy a uvoliiovani katechinii z bunék citlivych na kyseliny by mohly byt
ditvodem zvySené koncentrace ¢ajovych polyfenolt 12. den fermentace. Tato studie odhalila

moznost vyuziti ¢ajového odpadniho materidlu pro vyrobu ¢ajového napoje kombucha [46]

Celkové mnozstvi fenolickych sloucenin v kombuse se miize stanovit spektrofotometrickou
metodou s vyuZzitim Folin—Ciocalteau ¢inidla, které v prostiedi uhli¢itanu sodného reaguje za
vzniku modrého komplexu, jehoZ absorbance se méii pii 760 nm. Celkovy obsah fenolickych
sloucenin se vyjadiuje jako ekvivalentni mnozstvi kyseliny gallové a zvySuje se s dobou
fermentace [2], avSak komplexni fenolické slouCeniny v ¢ajovych nalevech mohou podléhat

degradaci v kyselém prostiedi kombuchy a enzymy uvoliiovanymi ze SCOBY [2].

4.5 Stanoveni organickych kyselin a kofeinu

K analyze organickych kyselin, jako jsou kyseliny D-glukuronova, octova, mlécna a citronova,
1ze vyuzit HPLC v systémech s obracenymi fazemi se spektrofotometrickou detekci pti 210 nm
[46] . Pro analyzu se jako stacionarni faze pouziva chemicky vazany oktadecylsilikagel a jako
mobilni faze smés KH2PO4 a methanolu. Kyselina octové a kyselina glukuronovéd dosahuji
maximalni koncentrace 15. den fermentace v kombuse ptipravené ze zelené¢ho caje (GTK) a 12.

den v kombuse pfipravené z cerného caje (BTK) [53].

V jiné studii se ukdzalo, ze koncentrace kyseliny octové se linearné zvysuje jako funkce doby

fermentace a dosahuje maximalni hodnoty 21. den z 21denniho obdobi fermentace [53].

Koncentrace kofeinu v kombuse se také stanovuje pomoci HPLC v systémech s obracenymi
fazemi s vyuzitim spektrofotometrického detektoru (273 nm). Pro separaci se opét vyuziva
chemicky vazany oktadecylsilikagel a k eluci se vyuZziva gradientova eluce s mobilni fazi 0,1 %

H3;PO4v HO [53].

V disledku zvysené koncentrace organickych kyselin produkovanych béhem fermenta¢niho
procesu bakteriemi a kvasinkami ze SCOBY se hodnota pH snizuje z 5,0 na 3,0. Fermenta¢ni
bujon ma zjevné urcitou pufrovaci kapacitu. Behem fermentacniho procesu se CO; uvoliiuje
nejprve pomalu a mnohem rychleji po 2-3 dnech. Ziskany vodny roztok oxidu uhli¢itého

disociuje a vytvari HCOs™, ktery snadno reaguje s H" z organickych kyselin, zabranuje dal$im
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zménam koncentrace H' a pfispiva k pufraénimu charakteru systému. To je divod pro mirné

snizeni pH po 3 dnech [2].
4.6 Stanoveni mineralu

Mineraly jsou anorganické latky potfebné v malych mnoZstvich pro spravny chod organismu.
Jak jiz bylo feceno kombucha obsahuje fadu z nich, naptiklad méd’, zelezo, mangan, nikl
a zinek. Ddle jsou v ndpoji pfitomny anorganické anionty jako fluoridy, chloridy, bromidy,

jodidy, dusi¢nany, fosfaty a sirany.

Stanoveni minerald ve SCOBY (celulézovém biofilmu) je zalozeno na analyze popela,
ziskaného suchym zpopelnénim pii 400°C. Klasickd forma suchého rozkladu probihd za
atmosférického tlaku a v otevieném systému. Tento druh rozkladu je jednoduchy, finan¢né
nenaro¢ny a umoznuje rozkladat vet$si mnozstvi vzorkid soucasné. Nutri¢né a toxikologicky
vyznamné mineralni prvky (Cu, Fe, Cd, Co, Mn, Ni, Pb, Cr a Zn) obsazené v celul6zovém
biofilmu kombuchy byly po rozkladu stanoveny atomovou absorpéni spektrometrii. Obsah
mineralll (Cu, Fe, Mn, Ni a Zn) nezbytnych pro normalni fyziologické procesy v organismu se
zvysuje v dusledku fermentace. Déle jsou v napoji obsazeny prvky jako kobalt a chrom. Ke
zvySeni obsahu kobaltu v napoji nedochéazi pravdépodobné kvili jeho zaclenéni do vitaminu

B12, ptitomnost kadmia v kombuse zjisténa nebyla [59].

Pro stanoveni aniontd vkvaseném ndpoji se vyuzivd iontovd chromatografie
s konduktometrickym detektorem a separace aniontl je provadéna v supresorovém rezimu na
analytické kolon¢ zapojené do série s ochrannou kolonou. Tato metoda je jednoducha, rychla
apresna pro kvantitativni stanoveni fluoridi, bromidi, jodidd, dusi¢nand, fosfore¢nanti
a sirand. Jako mobilni fazi 1ze vyuzit roztok obsahujici smés uhli¢itanu a hydrogenuhli¢itanu
sodného. Pro srovnéavaci ucely Ize fluor stanovit fluoridovou iontove selektivni elektrodou [40].
Hlavni charakteristickou slozkou ¢aje jsou polyfenoly, kofein a organické kyseliny, které pti
stanoveni aniontli mohou zpusobovat fadu problému, jako je kontaminace kolony, Spatné
rozliSeni a snizeni citlivosti. K odstranéni téchto ruSivych latek byl vyvinut jednoduchy
a rychly postup vyuzivajici komerén¢ dostupné kazety On Guard-P a On Guard-RP, které maji
velmi vysokou selektivitu pro fenolické a jiné aromatické slouc¢eniny (On Guard-P) a dale pro
uhlovodiky, karboxylové kyseliny a dalsi hydrofobni slozky (On Guard-RP). NavrZzend metoda
ma oproti jinym metoddm nékolik vyhod. Je mozZzné stanovit vSechny aniontové mineraly

soucasné s desetindsobné¢ nizS§imi detekénimi limity alepSim rozliSenim. Anionty
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identifikované v kombuse byly fluorid, chlorid, bromid, jodid, dusi¢nan, fosfat a siran. Pfi¢emz
jodid ma velmi vysokou afinitu k anexu, a proto je z kolony eluovan jako posledni coz je vidét
na obrazku ¢.22, kde je zndzornén chromatograficky zdznam separace aniontli pfitomnych

v kombuse [40].
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Obrizek 22: HPLC chromatogram anionti kombuchy [43]

4.7 Stanoveni vitamini rozpustnych ve vodé

Vitaminy rozpustné ve vode (B1, B6, B12 a C) se v kombuse daji separovat Stahlovou metodou
pomoci vzestupné chromatografie na tenké vrstvé na silikagelové desce za pouziti vody jako
vyvijeciho rozpoustédla. Vizualizace separovanych latek se provadi pod UV svétlem [59].
Pomoci této metody byl stanoven vitamin Bl (0,74 mg ml'), vitamin B6 (0,52 mg ml!),
vitamin B12 (0,84 mg ml'") a vitamin C (1,51 mg ml!). Po fermentaci dochazi ke zvySeni
obsahu vitaminii hodnot oproti stavu pied fermentaci, coz znamend, ze fermentacni proces
zvySuje obsah vitaminil rozpustnych ve vode¢, a to €ini z napoje kombucha vynikajici prostiedek

pro zlepSeni zdravi ¢loveka [59].
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4.8 Stanoveni antioxida¢ni aktivity

Pro stanoveni antioxidacni aktivity existuje mnoho metod, které 1ze rozd¢lit do dvou zakladnich
kategorii na metody zaloZené na eliminaci radikalt a metody zalozené na hodnoceni redoxnich

vlastnosti latek [60].
4.8.1 Metody stanoveni antioxida¢ni aktivity zaloZené na eliminaci radikali

Tyto metody jsou zalozené na hodnoceni schopnosti testovaného vzorku vychytdvat volné
radikdly, které mohou v reakéni smési vznikat nebo do ni mohou byt v pribéhu reakce
pfidavany. Jednd se o kyslikové (hydroxyl, peroxyl, superoxidovy anion-radikdl) nebo

syntetické stabilni radikaly (DPPH, ABTS, galvinoxyl) [60].
4.8.1.1 Metoda vyuZivajici DPPH

Metoda DPPH je fazena mezi nejjednodu$si metody pro stanoveni antioxidacni aktivity
v potravinach. Spocivd vreakci testované latky se stabilnim dusikovym radikdlem
difenylpikrylhydrazylem (DPPH") za soucasné redukce na DPPH-H. Tato reakce je sledovéana
spektrofotometricky a pokles absorbance je méten pii vinové délce 515-517 nm, kterd odpovida
absorpcnimu maximu DPPH radikalu v metanolu. Plivodné fialovy roztok DPPH se vlivem
reakce s latkami s antioxida¢nimi G¢inky odbarvuje az na zluté zbarveny zcela redukovany
roztok DPPH. Ubytek absorbance v procentech se zpravidla piepoéitava a vyjadiuje se jako
ekvivalent standardu Trolox nebo kyseliny askorbové. Ke sledovani reakce lze kromé

spektrofotometrie vyuzit metodu elektronové spinové rezonance nebo HPLC [33; 2; 60].
4.8.1.2 ABTS metoda

Tato metoda je nejcastéji pouzivanou spektrofotometrickou metodou pro stanoveni
antioxidacni aktivity. Je zaloZena na schopnosti antioxidanti pohlcovat volné radikélové
kationty ~ABTS™ (2,2'-azinobis(3-ethyl-2,3-dihydrobenzothiazol-6-sulfonat).  Casto  se
oznacuje jako metoda TEAC (Trolox equivalent antioxidant capacity), jelikoz vysledna
antioxidacni aktivita je vyjadifend jako ekvivalentni mnozstvi standardu Trolox. Reakce
antioxidantl s radikal kationtem ABTS je sledovéna opét spektrofotometricky pii vinové délce

734 nm, kdy ptivodné zbarveny zeleny roztok se pisobenim antioxidanti odbarvuje [14; 60].
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4.8.1.3 ORAC metoda

Béhem testu ORAC (oxygen radical absorbance capacity) se generuji kyslikové radikaly, kdy
je méfena schopnost latky zpomalit ¢i uplné ukoncit radikédlovou reakci neboli schopnost
chranit protein pfed poskozenim peroxylovymi radikaly. Pro vygenerovani peroxylovych
radikalt lze pouzit AAPH (2,2'-azobis(isobutyrimidamid)-dihydro-chlorid), a pro hydroxylové
radikaly pak H2O» + Cu?*. Detekuje se ubytek fluorescence B-fykoerytrinu po ataku radikaly
[60].

4.8.1.4 Metoda zaloZena na vychytiavani OH radikalu

Pii metod€ zaloZzené na vychytavani OH" jsou tyto radikaly generovany nékolika postupy a to
UV fotolyzou peroxidu vodiku nebo syntetickych derivatl a Fentonovou reakci. Detekce je
zalozena na vychytavani radikald latkami, jejichz reakéni produkty lze snadno stanovit.
Antioxidanty vychytavajici OH® snizuji tvorbu t&chto produktil. Jeden zpiisob je vychytavani
radikald kyselinou salicylovou. Vznikaji hydroxylované produkty této kyseliny, jejichz detekce

a kvantifikace se provadi pomoci HPLC se spektrofotometrickou detekci [60].
4.8.1.5 Metoda vyuZivajici galvinoxyl

Metoda vyuzivajici galvinoxyl je dalSi spektrofotometrickd metoda, kterd je zalozend na
podobném principu jako DPPH metoda. Pii této metod¢ dochdzi k redukci stabilniho radikalu
galvinoxylu latkami, tim, ze poskytuji vodik. Reakce je sledovana spektrofotometricky pfi

vlnové délce 428 nm [60].
4.8.2 Metody zaloZené na hodnoceni redoxnich vlastnosti latek

U téchto metod mohou byt neenzymové antioxidanty charakterizovany jako redukéni ¢inidla,

které redukuji vhodna €inidla a tim je inaktivuji.
4.8.2.1 FRAP metoda

Metoda FRAP (ferric reducing antioxidant potential) je pravé zaloZena na principu redoxni
reakce. Antioxidanty pfi této metod¢ redukuji ze vzorku komplexy Zelezitych iontt s TPTZ
(2,4,6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) a monitoruje se nartist absorbance pii 593 nm odpovidajici

vznikajicimu komplexu Fe?"-TPTZ. Tato metoda popisuje schopnost vzorku redukovat iont
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Fe’* a vzdy nesouhlasi s vysledky ostatnich metod pro stanoveni celkové antioxidacni aktivity

vzorku [60].

4.9 Priklady stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidacni aktivita kombuchy pfipravené z riznych zdrojii byla testovana pomoci ABTS
a dalSich metod, jako DPPH a inhibice peroxidace kyseliny linolové, pficemz antioxidacni
vlastnosti kombuchy byly po fermentaci zvySeny [14]. Celkovy obsah fenolickych latek byl po
fermentaci zvySen az na 98 %, coz naznacovalo, ze thearubigin mize byt béhem fermentace
podroben biologické degradaci, kterd vede k uvoliiovani mensich molekul s vyssi antioxidacni

aktivitou [14].

U kombuchy byl maximalni nartst vychytavani DPPH radikalti pozorovéan 3. den fermentace
s pozoruhodnym poklesem 6. den. Po 6. dni se schopnost vychytdvani DPPH dale zvySovala az
do 18. dne. Zeleny ¢aj vykazoval nejvyssi schopnost vychytavani DPPH (88 %) 18. den
fermentace [2]. Tato studie prokazala, ze ¢aj kombucha ptipraveny ze zeleného Caje, cerného
Caje a ¢ajového odpadu ma vynikajici antioxidacni ucinky. Rozsah aktivity zavisi na dobé

fermentace, typu ¢ajového materialu a mikrobidlnim sloZzenim kultury kombuchy [2]

Maximalni vychytavaci efekt OH" byl pozorovan 3. den fermentace u GTK (67,7 %), BTK
(60,5 %) a kombuchy ptipravené z cajového odpadu (TWK) (46,9 Zda se, ze schopnost
kombuchového ¢aje zhdset OH® pfimo souvisi s prevenci Sifeni procesu peroxidace lipidd, Je

dobrym lapacem aktivnich forem kysliku, ¢imz snizuje rychlost fetézové reakce [2]

U kombuchy byl dale zjistén vliv rozdilnych startovacich kultur na antioxidacni aktivitu vaci
DPPH radikalim a OH® [33]. Celkem byly studovany tfi startovaci kultury - smiSend kultura
AAB a Zygosaccharomyces sp. (SC1), smiSend kultura A4B a Saccharomyces cerevisiae (SC2)
a domaci mistni kombucha. Népoj kombucha z ¢erného ¢aji prokazal nejvyssi antioxidacni
aktivitu vli¢i obéma typiim radikall se startovaci kulturou SC1, zatimco napoj ze zeleného caje
vykazoval nejvyssi aktivitu s doméci kombuchou. Hlavni divod rozdilnych antioxidacnich
aktivit, kromé slozeni ¢aje, byl pfipisovan rozdilné produkci vitaminu C a organickych kyselin

[33].

Fenolické slouceniny, které se vyskytuji v kombusSe ve vysokém mnozstvi, jsou antioxidanty
na vysoké irovni, protoze maji schopnost vychytavat volné radikaly a aktivni formy kysliku,

jako je singletovy kyslik, superoxidové volné radikaly a OH" [2].
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4.10 Stanoveni antimikrobialni aktivity

4.10.1 Diskova difuizni metoda

Diskova difuzni metoda (obrazek €. 23) se pouziva pro vySetteni citlivosti u rychle rostoucich
a nendro¢nych bakterii. Hodnoceni se provadi na zakladé méfeni rozmért inhibi¢nich zén okolo
diskl s antimikrobialni latkou a dle jejich velikosti jsou vySetfované kmeny mikroorganismi

zatazeny do kategorii: citlivy nebo rezistentni k jednotlivym antimikrobidlnim latkam [61].

Obrazek 23: Diskova difuzni metoda [56]

Pro sledovani riistu bakterii produkujicich kyselinu octovou obsazenych v kombuse byly tekuté
vzorky naneseny na WL Zivny agar, pro pocitani kvasinek byly stejné vzorky naneseny na
médium OGYA (agar s oxytetracyklinem a glukézou a kvasinkovym extraktem) obsahujicim
oxytetracyklin. Vzorky byly také analyzovdny na pfitomnost bakterii jinych nez bakterii
produkujicich kyselinu octovou nanesenim vzorkli na misky s médiem TSA (trypton sojovy

agar) [62].

Cilové kmeny byly Staphylococcus aureus, Shigella sonnei, Escherichia coli, Aeromonas
hydrophila, Yersinia enterolitica, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermis,
Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium, Bacillus cereus a Listeria monocytogeny,
které byly kultivovany na TSB (trypton sojovy bujon) médiu. Zygosaccharomyces bailii
a Candida albicans byly kultivovany na médiu OGYA. Helicobacter pylori a Campylobacter
Jjejuni byly kultivovany na HIBA (bujoén pro srdecni infuzi) [62].

Antimikrobidlni aktivita u kombuchy byla prokdzdna agarovym difiznim testem. Vzorky
nefermentovaného caje nemély témét Zzadnou antimikrobialni aktivitu proti cilovym
mikroorganismiim kromé Cm. jejuni. Kyselina octova byla inhibi¢ni vii¢i vS§em bakteriim, ale
ne kvasinkam. Ve skutecnosti kyselina octova vykazovala stejnou inhibici jako kombucha vici

10 ze 14 bakterii. V dalSich ctyfech ptipadech (E. coli, Sal. enteritidis, Sal. typhimurium
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a Sh. sonnei) mé¢la kombucha nejsilngjsi antimikrobialni ucinky, které se projevily také pfi
pH 7,0 apo zahtati. Kromé toho, ackoli kyselina octova nem¢la zadny inhibi¢ni ucinek
na kvasinky, kombucha inhibovala rlst Cn. albicans. Tato zjisténi tedy naznacuji pfitomnost
antimikrobialni slouceniny jiné nez kyselina octova, velké proteiny a katechiny v kombuse.
Antimikrobidlni aktivita se zvySovala s dobou fermentace ve vSech testovanych piipadech
kromé& Cm. jejuni a Z. bailii. To také znamend, Ze aktivni antimikrobidlni slozky jsou velmi
pravdépodobné metabolity produkované bakteriemi anebo kvasinkami odpovédnymi

za fermentaci kombuchy [62].

4.10.2 Agarova dilu¢ni metoda

antibiotika MIC (minimdlni inhibiéni koncentrace), kterd inhibuje viditelny rast
mikroorganismu. Jako zivné médium se pouziva Mueller-Hinton agar obohaceny o testovanou
antimikrobialni latku, ktery nechame inkubovat a nésledné¢ odecteme pro kazdy testovany

bakterialni kmen hodnotu MIC [61].
4.10.3 E-test

E-test (obrazek ¢.24) je moderni metoda, kterd kombinuje principy diskové difuzni a agarové

dilu¢ni metody. Je vhodny ke stanoveni MIC u naro¢nych bakterii a anaerobu.

Obrazek 24: E-test [S7]

Jedna se o plastovy prouzek, na jehoZz spodni stran¢ je imobilizovany pieddefinovany
koncentra¢ni gradient dané¢ho antibiotika ve vysuSeném stavu. Na klasické Petriho misky se
umist'uji pomoci automatického dispenzoru nebo rucné 1 az 2 E-testy. Kdy po umisténi na
povrch, dochdzi k uvoliiovani antibiotika do agaru a po inkubaci se odecte hodnota MIC

v misté kiizeni eliptické inhibi¢ni zony se stupnici gradientu [61].
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5 ZAVER

Cilem této bakalatské prace je zhodnotit €inky kvasené¢ho napoje kombucha na lidské zdravi.
Nejprve je popsan piivod, historie a proces pripravy napoje. PredevSim je vysvétlen proces
kvaSeni a jaké druhy ¢aje jsou vhodné pro jeho piipravu. Pozornost je vénovéna slozeni napoje
z mikrobiologického i chemického hlediska. Je zde vysvétlena vzdjemnd symbidza kvasinek

a bakterii a jejich metabolismus v pribéhu fermentace.

Kombucha je bohatym zdrojem organickych kyselin, polyfenold, sacharidd, vitamin, enzymu
a minerald. Pro analyzu vétSiny z téchto biologicky aktivnich latek se vyuziva piedev§im
vysokoucinna kapalinova chromatografie ve spojeni se spektrofotometrickym detektorem. Pro
analyzu minerald Ize vyuzit atomovou absorpéni spektrometrii a k analyze aniontl iontové
vyménnd chromatografie. Dale obsahuje latky, které maji antioxidani a antimikrobidlni
ucinky, které jsou v praci diskutovany a popsany metody pro jejich testovani. Mezi dalsi
pozitivni u€inky na lidské zdravi patfi detoxikace krve, snizeni krevniho tlaku a hladiny
cholesterolu, snizeni stresu a bolesti hlavy anapoméha v boji proti starnuti. OvSem pro
dosazeni téchto ucinku je nutné dodrZzovat doporucenou denni davku, kterd se pohybuje mezi
100-300 ml, a bezpecnostni a hygienick¢é podminky pii piiprave. Pokud nebudou tyto
podminky dodrzeny miiZe mit kombucha toxické i karcinogenni G¢inky, z divodu pfitomnosti

plisni a tézkych kovl v nalevu.

Z vlastni zkuSenosti a Sirokého spektra zkuSenosti rodinnych pfislusnikii a pratel, mohu uvést,
ze uzivani kombuchy je velice prospésné. Citila jsem se méné unavend, zmirnily se mi bolesti
hlavy a zlepSilo se traveni. U nékterych starSich osob vmé rodin€ se snizila hodnota

cholesterolu a rovnéz piti napoje ptispélo ke zvyseni Zivotni energie.
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