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ANOTACE

Diplomova prace se zabyvad sledovanim zmén v obsahu fenolickych latek a flavonoida
s antioxida¢nimi vlastnostmi v pribéhu fermentace napoje kombucha ptipraveného ze zeleného
a ¢erného Caje. Pro monitorovani bylo vyuzito n¢kolik spektrofotometrickych metod — ABTS,
DPPH, FRAP, stanoveni celkového mnozstvi fenolickych latek a flavonoidi. Dale byla
provedena detailni analyza pomoci kapalinové chromatografie spojené s tandemovou
hmotnostni spektrometrii, kterd umoznila identifikaci a kvantifikaci jednotlivych polyfenolt.
Dale byly sledovany zmény pH a barevnosti napoje. Vysledky ukazuji, jak rGzné caje

a podminky fermentace ovliviiuji antioxidaéni vlastnosti a chemické slozeni kombuchy.

KLiICOVA SLOVA
Kombucha, Flavonoidy, Polyfenoly, Spektrofotometrie, Antioxida¢ni Aktivita, HPLC-MS/MS,

Fermentace

TITLE

Monitoring of phenolic compounds with antioxidant properties during Kombucha fermentation.

ANNOTATION

The thesis focuses on monitoring changes in the content of phenolic compounds and flavonoids
with antioxidant properties during the fermentation of kombucha prepared from green and black
tea. Several spectrophotometric methods were used for monitoring — ABTS, DPPH, FRAP,
determination of total phenolic content, and flavonoids. Furthermore, a detailed analysis was
carried out using liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry, which
enabled the identification and quantification of individual polyphenols. Changes in pH and
beverage color were also monitored. The results show how different types of tea and
fermentation conditions affect the antioxidant properties and chemical composition of

kombucha.

KEYWORDS
Kombucha, Flavonoids, Polyphenols, Spectrophotometry, Antioxidant Activity, HPLC-
MS/MS, Fermentation
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SEZNAM ZKRATEK

ZKkratka
ABTS
CE
CIELab*,
CXP
DPPH
DP
EGCG
FRAP

HPLC

Vyznam
2,2'-azino-bis(3-etylbenzothiazolin-6-sulfonova) kyselina

Collision Energy (kolizni energie)

Mezinarodni systém barevnosti definovany Mezinarodni komisi pro osvétlovani

Collision Cell Exit Potential (Vystupni potencidl kolizni cely)
2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

Deklastra¢ni potencial

Epigalokatechin-3-galat

Ferric Reducing Antioxidant Power

High  Performance Liquid Chromatography (vysokoucinna

chromatografie)

HPLC/MS HPLC spojena s hmotnostni spektrometrii

LC/MS
MRM
SIM
SCOBY
TFC
TPC
TPTZ
TEAC
UV/VIS

Liquid Chromatography — Mass Spectrometry

Multiple Reaction Monitoring (Monitorovani vice prechodit)
Selected Ion Monitoring (Monitorovani vybranych iontit)
Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast

Total Flavonoid Content (obsah flavonoidit)

Total Phenolic Content (obsah fenolickych latek)
2,4,6-tris(2-pyridyl)-1,3,5-triazin

Trolox Equivalent Antioxidant Capacity

Ultrafialova a viditelna oblast svételného spektra (spektrofotometrie)

kapalinova



UvVOD

Kombucha je fermentovany nealkoholicky napoj, ktery vznika fermentaci slazeného Caje
pomoci symbiotické kultury kvasinek a bakterii (SCOBY). Tato kultura vytvaii na hladiné
napoje charakteristickou celul6zovou vrstvu a zajiStuje preménu cukrii na bioaktivni latky.
Kombucha si v poslednich letech ziskala oblibu jako funkéni potravina diky svym potencialné

-----

a probiotické vlastnosti.

Chemicke sloZzeni kombuchy se béhem fermentace vyznamné méni. Vysledny obsah biologicky
aktivnich latek ovliviiuje nejen pouzity typ Caje, ale také doba a podminky fermentace, véetné
teploty ¢i pH prostiedi. Prave sledovani téchto zmén umoziuje 1épe porozumét procesiim, které

béhem kvaseni probihaji.

Tato prace se zaméiuje na sledovani zmén obsahu flavonoidt a antioxidacni aktivity kombuchy
beéhem fermentace. K hodnoceni antioxidac¢nich vlastnosti byly vyuzity spektrofotometrické
metody ABTS, DPPH, FRAP a stanoveni celkovych fenolickych latek (TPC). Obsah
flavonoidl byl stanoven pomoci dvou kolorimetrickych metod na bazi komplexace s AICls. Pro
detailni identifikaci jednotlivych fenolickych sloucenin byla pouzita metoda kapalinové
chromatografie s hmotnostni detekci (HPLC-MS/MS). Doplitkové byly béhem fermentace

sledovany také zmény pH a barevnosti napoje.
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1 TEORETICKA CAST
1.1 KOMBUCHA

Kombucha je fermentovany mirn¢€ syceny a lehce kysely nealkoholicky napoj, pivodem z Asie.
Ptipravuje se fermentaci slazeného Caje, kde fermentaci zajist'uje symbioticka kultura bakterii
a kvasinek: SCOBY (Symbiotic Culture of Bacteria and Yeast) [1, 2]. Napoj muize byt
pfipraven, jak z ¢aje zelen¢ho, Cerného, oolong, tak i bylinného ¢aje.Nélev slazené¢ho caje 1 se

symbiotickou kulturou je vyzobrazen na obrazku 1.

Obrizek 1 Cajovy nalev se SCOBY (foto autor)

1.1.1 Historie a piivod

Prvni zminky o tomto ndpoji pochazeji z obdobi zhruba 220 pf. n. I. v oblasti MandZuska, coz
je historick4 oblast na severovychodé Ciny. Kombucha se rychle rozsifila po celé Cing a byla
oblibend zejména bé¢hem vlady dynastie Tsin pro své detoxikacni a energizujici vlastnosti.
Povazovala se za elixir zdravi a dlouhovékosti a byla uzivana nejen v tradi¢ni medicing, ale

také jako osvéZujici napoj v kazdodennim zivoté [3-5].

V roce 414 n.l ji 1€kat jménem Kombu pfinesl do Japonska, kde ji pouzil k 1é¢b¢ travicich
problémi cisafe Inkyo. Na pocest tohoto Iékafe byl napoj udajné pojmenovan ,, Kombucha®.
Nékteré zdroje ovsem naznacuji, ze ndzev ,.,kombu-cha® v japonstiné znamena ¢aj z motskych

fas, coz mohlo zpisobit jazykové nedorozuméni [1, 3-5].

Kombucha se nasledné rozsitila po celé Evropé, zejména v Rusku, Némecku a Francii. Védecké
studie potvrzuji jeji zdravotni pfinosy, coz ptispé€lo k jeji popularité, predev§im v moderni dobé

diky socialnim médiim a diirazu na zdravy zivotni styl [1, 3, 5, 6].
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1.1.2 Mikrobiologické sloZeni kombuchy

SCOBY, je tvofena dvéma hlavnimi typy mikroorganismii — kvasinkami a octovymi
bakteriemi. Mezi nejcastéjsi kvasinky patfi
rody Brettanomyces, Zygosaccharomyces, Saccharomyces a Pichia, zatimco bakterie jsou
zastoupeny hlavné rody Acetobacter a Gluconobacter. Komagataeibacter — xylinus (dfive
znamy jako Acetobacter xylinum) je kliCcovd bakterie, kterd béhem fermentace vytvari
celuléozovou vrstvu (biofilm), zndmou jako ,,6ajova houba“ nebo ,,matefska houba®, ktera

poskytuje vhodné podminky pro rast mikroorganismu [3-5].

Obrazek 2 SCOBY (foto autor)

Tato rosolovitd celuldozové struktura plave na hladiné fermentujici tekutiny a zajistuje piistup
kysliku potfebného pro rist octovych bakterii, zatimco kvasinky, které se usazuji ve spodni

¢asti biofilmu, se podileji na anaerobni fermentaci [4, 5].

Béhem kazdého fermentacniho cyklu dochézi k obnové SCOBY vytvoifenim nové vrstvy,
znadmeé jako ,,dcefind houba®, kterd je vyuzivana pro dal$i fermentacni procesy [4, 5]. Cely tento
symbioticky vztah mezi kvasinkami a bakteriemi umoznuje opakovatelny cyklus fermentace,

pti kterém vznika kombucha — zdravi prospésny kvaseny napoj [3-5].

1.1.3 Chemické sloZeni kombuchy

Chemické slozeni kombuchy se 1i8i v zavislosti na pouzitych surovinach, délce a podminkach
fermentace, druhu ¢aje a mikrobidlnim slozeni symbiotické kultury. Mezi hlavni slozky patii
polyfenoly, organické kyseliny, sacharidy, vitaminy, minerdly, kofein, ethanol a enzymy [7].
Tyto latky ovliviiuji nejen vyslednou chut’ a viini napoje, ale také jeho biologické a funkéni

vlastnosti [8].

Polyfenoly, pfedevsim katechiny a jejich derivaty, pochdzeji z ¢ajovych listk a patii k hlavnim

antioxidantim v kombuse. V zeleném c¢aji dominuji katechiny jako epikatechin (EC),

15



epigalokatechin (EGC) nebo epigalokatechin galat (EGCG) a epikatechin gallat (ECG), které
vykazuji silnou antioxidacni aktivitu. V ¢aji ¢erném jsou hlavnimi polyfenoly theaflaviny
a thearubiginy [1, 9-11]. Béhem fermentace dochazi k jejich ¢aste¢né pfeméné, coz mulze

ovlivnit jejich u¢innost i zastoupeni.

Organické kyseliny, pfedevs§im kyselina octova, glukonovéa, mlécna a glukuronova, vznikaji
¢innosti octovych a mlécnych bakterii. Kyselina octova je odpovédna za charakteristickou
kyselou chut’, zatimco kyselina glukuronova se podili na detoxikac¢nich procesech v organismu

8, 12, 13].

Ethanol vznikd pisobenim kvasinek v prabéhu fermentace preménou sacharidi. Jeho
koncentrace se v bézné ptipravované kombuse pohybuje pod hranici 0,5 % obj., coz odpovida

legislativnimu limitu pro nealkoholické napoje [14].

Kofein se do népoje uvoliuje z cajovych listkl. Jeho obsah zavisi na druhu pouzitého ¢aje, ale
1 po fermentaci ziistava zachovan v nizké koncentraci. Kofein plisobi jako stimulant a pfispiva

ke zvyseni bdélosti a vykonu [15].

C—=

Obrazek 3 Chemicka struktura kofeinu
Vitaminy, zejména vitaminy skupiny B (B1, B2, B6, B12) a vitamin C, jsou béhem fermentace
castecné produkovany mikroorganismy. Jejich koncentrace se méni v zavislosti na délce

kvaSeni a pfispivaji k nutri¢ni hodnoté napoje [16].

Mineralni latky, jako méd’, Zelezo, mangan, nikl a zinek, se pfirozen¢ vyskytuji v ¢ajovych
listcich nebo vznikaji béhem fermentace. Jsou dulezité pro enzymatické reakce a spravné

fungovéani metabolismu [1, 17].

Enzymy, které jsou produkovany mikroorganismy béhem fermentace, se podileji na rozkladu
¢ajovych polyfenolii a sacharidii. Jejich aktivita piispiva ke zlepSeni stravitelnosti napoje
a podporuje zdravé traveni. Soucasné se podileji na uvolnéni bioaktivnich latek, ¢imz zvySuji

antioxidacni ucinek népoje [18].
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1.1.4 Proces fermentace

Fermentace kombuchy zacina aktivitou kvasinek, které §tépi sachar6ézu na glukoézu a fruktozu
pomoci enzymu invertdzy. Oba vzniklé monosacharidy jsou déale metabolizovany — glukozu
preferuji kvasinky rodu Saccharomyces, zatimco fruktozu cCastéji vyuzivaji kvasinky rodu
Zygosaccharomyces. Pomoci glykolyzy dochazi k pfeméné téchto cukrti na ethanol a oxid

uhliCity. Tato faze probiha pfevdzné v anaerobnim prostiedi, tedy bez ptistupu kysliku [1, 6].

Jakmile kvasinky vyprodukuji ethanol, do procesu se zapojuji octové bakterie, zejména rodu
Acetobacter, které oxiduji ethanol na kyselinu octovou. Zaroveinl vyuzivaji glukdzu k produkei
kyseliny glukonové. Tento krok probihd za aerobnich podminek, protoze octové bakterie

vyzaduji kyslik pro sviij metabolismus

Vznikajici kyselina octova je hlavni latkou odpoveédnou za charakteristickou kyselou chut’
kombuchy a zaroven plisobi konzerva¢né. Kromé ni se béhem fermentace tvoti i dalsi organické
kyseliny, jako je kyselina glukonova a kyselina glukuronova, které ovliviiuji vysledné chemickeé

sloZeni 1 senzorické vlastnosti napoje [5, 6].

Celuléza

1

‘ Acetobacter xylinum ‘

Sacharéza Glukéza + Fruktéza

v
Bak?rie l
Ethanol + CO,

Kyselina glukonova Bakterie octového kvaseni

¢ Bakterie octového kvaseni

L Kyselinaoctovd — H,0+CO,

Kyselina glukuronova

Obrazek 4 Schéma metabolismu mikroorganismi[19]

1.1.4.1 Faze fermentace

Fermentace kombuchy se dé€li na dvé hlavni faze — primarni a sekundarni [3, 5].

Primarni fermentace probiha za ptistupu kysliku (aerobn¢), coz je zasadni pro ¢innost octovych
bakterii, jako je Acetobacter, které oxiduji ethanol na kyselinu octovou. Sou€asné v této fazi

dochdzi k ¢innosti kvasinek, které v anaerobnim prostiedi pfeménuji sacharézu na glukdézu
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a fruktozu a nésledné produkuji ethanol a oxid uhli€ity. Tento proces probih4 po dobu 7 az 14

dni, v zavislosti na podminkach prostiedi [1, 3].

Sekundarni fermentace probihda v uzavienych sklenénych Ildhvich, bez pristupu kysliku
(anaerobn¢). Tento proces je Casto vyuzivan k dosazeni vétsi perlivosti napoje, protoze oxid
uhli¢ity produkovany kvasinkami zGstava uvnitf uzaviené nadoby. Ackoli octové bakterie
vyzaduji kyslik, sekundarni fermentace se zamétuje hlavné na préci kvasinek, které pokracuji

ve vyrob¢ oxidu uhli¢itého [3, 5].

1.2 FENOLICKE LATKY A JEJICH VYZNAM

Fenolické latky tvofi rozsahlou a strukturdlné pestrou skupinu sekundéarnich metabolitli rostlin,
které jsou znamé predevSim svym antioxidacnim plsobenim. Vyskytuji se zejména
v potravinach rostlinného ptvodu, kde ovliviiuji nejen jejich biologickou hodnotu, ale také
senzorické vlastnosti jako barvu, chut’ a vuni[1, 3, 6]. Fenolické latky mohou neutralizovat
volné radikdly, a tim sniZzovat oxidacni stres v organismu, ¢imz pfispivaji k prevenci
chronickych onemocnéni, jako jsou kardiovaskuldrni choroby, cukrovka nebo rakovina [20,

21].

Z hlediska chemické struktury se jedna o slouceniny s jednim nebo vice aromatickymi jadry,
které nesou hydroxylové skupiny. V potravinach se fenolické latky obvykle nachazeji ve volné
1 vazané forme (napf. jako glykosidy nebo estery), pficemz jejich biologicka aktivita zavisi na

poctu a pozici hydroxylovych skupin, stupni polymerace a dalSich substituentech [9, 11].

1.2.1 Fenolické kyseliny

Fenolické kyseliny se d€li na dvé hlavni skupiny — hydroxybenzoové a hydroxyskotficové
kyseliny. Tyto latky jsou bézné ptitomné v ¢ajovych listcich i fermentovanych produktech, jako
je kombucha, kde vznikaji jak extrakci z Cajového zakladu, tak biotransformaci béhem

fermentace [22, 23].

Hydroxybenzoové Kkyseliny, mezi néZz patii napiiklad kyselina gallovd, syringovd nebo
vanilovd, maji jednoduchou strukturu vychazejici z benzenového jadra a pfispivaji

k antioxidacni aktivité napoju [19].
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Hydroxyskoricové kyseliny, jako jsou kyselina kavova, ferulové, p-kumarova a sinapova, se
vyskytuji ptedevsim ve forme esterti s kyselinou chinovou nebo s cukernymi zbytky a byvaji

hojné zastoupeny ve fermentovanych ¢ajovych napojich [22].

1.2.2 Flavonoidy
Flavonoidy jsou nejvyznamnéj$i skupinou fenolickych latek ptitomnych v caji a nasledné
1 v kombuse. Jsou tvofeny tfemi spojenymi kruhy (A, B a C), pfi¢emz jejich zékladni struktura

umoznuje vysokou variabilitu derivati [4, 9].

Z chemického hlediska je mozné flavonoidy délit do nékolika podskupin:
e Flavanoly (napf. katechin, epikatechin, epigalokatechin) — nejvice zastoupené
flavonoidy v zeleném ¢aji. Vykazuji silné antioxidacni U¢inky a jsou povazovany za

klicové bioaktivni slozky kombuchy pfipravené ze zeleného caje[6].

o Flavonoly (napf. kvercetin, kaempferol a jejich glykosidy jako rutin nebo isokvercetin)

— maji rovnéz antioxida¢ni a protizanétlivé ucinky, vyskytuji se hlavné ve

fermentovanych ndpojich na bazi ¢erného ¢aje[3].

o Flavanony, flavony a dalSi podskupiny — jejich pfitomnost byva v €aji nizsi, ale
mohou byt detekovany predevsim v riznych ¢ajovych smésich a bylinnych variantach

kombuchy.

Struktura a pocet hydroxylovych skupin zasadné¢ ovliviiuji jejich biologickou dostupnost
a antioxidacni aktivitu. V pribc¢hu fermentace mtize dochazet k céastecnému rozkladu

glykosidickych vazeb, coz méni profily pfitomnych flavonoidua [7, 21].

1.3 SPEKTROFOTOMETRIE A STANOVENI ANTIOXIDACNI
AKTIVITY

1.3.1 Stanoveni antioxidac¢ni aktivity

Antioxidacni aktivita je schopnost latek neutralizovat volné radikdly (reaktivni Castice
s neparovym elektronem), které vznikaji béhem béZznych metabolickych procesi ¢i vnéjsi
expozici (UV zafeni, znecisténi apod.). Tyto radikaly mohou vyvolavat oxidativni stres, ktery

poskozuje buiiky, DNA 1 bilkoviny, a je spojovan s rozvojem fady civilizacnich chorob [24].
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K hodnoceni antioxidac¢ni aktivity se pouzivaji spektrofotometrické metody, které jsou
zalozeny na reakci antioxidantl pfitomnych ve vzorku s vhodnym radikdlem nebo redoxnim

¢inidlem. Jednotlivé metody se lisi typem reagujici latky 1 principem méteni.

1.3.1.1 Metoda ABTS

Metoda ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonovd kyselina)) patifi mezi
nejcastéji pouzivané techniky pro stanoveni antioxidac¢ni aktivity. Princip spo¢iva v neutralizaci
radikalového kationtu ABTS™, ktery vznika jednoelektronovou oxidaci chromoforu ABTS,
obvykle za pfitomnosti peroxodisiranu draselného. Vznikly zeleny roztok ztraci pii reakci
s antioxidantem intenzitu zbarveni, pfi¢emz pokles absorbance se méfi spektrofotometricky pii

vinové délce 734 nm [24].

Vysledky se piepocitavaji na ekvivalent Troloxu a uvadéji se jako TEAC (Trolox Equivalent
Antioxidant Capacity). Diky své univerzalnosti je metoda vhodnd 1 pro analyzu

fermentovanych napoji, jako je kombucha.

1.3.1.2 Metoda FRAP
FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) test méfi schopnost antioxidantli redukovat

zelezity ion (Fe*") na zeleznaty (Fe?") v komplexu s ¢inidlem TPTZ (2,4,6-tripyridyl-s-triazin).

vvvvv

Metoda je cenéna pro svou jednoduchost, rychlost a nizké naklady, prestoze méii pouze

schopnost redukce kovovych ionti, nikoliv ptimo schopnost odstrafiovat volné radikaly.

1.3.1.3 Metoda DPPH
Metoda DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl) je zaloZena na reakci volného stabilniho
fialového radikalu DPPH" s antioxidanty. Dochazi tak k redukci na bezbarvou formu DPPH,

coz je méfitelné poklesem absorbance pii vinové délce 515 nm [24-26].

Kvantifikace se provadi pomoci kalibra¢ni kiivky s vyuzitim standardu Trolox, piicemz
vysledky jsou uvadény jako TEAC (mmol/g nebo mmol/l). Vyhodou metody je jeji
jednoduchost a Siroké vyuziti pro rizné typy extraktt [25].

1.3.1.4 Stanoveni celkového obsahu fenolickych latek (TPC)
Kromé¢ samotné antioxidacni kapacity je dilezité stanovit i celkové mnozstvi fenolickych latek,

které jsou hlavnimi pfispévateli k antioxidaénim vlastnostem ¢aje a kombuchy. Nejéastéji
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pouzivanou metodou je Folin-Ciocalteutiv test, ktery je zaloZen na redukci heteropolykyselin
fosfomolybdenové a fosfowolframové v zasaditém prostiedi, coz vede ke vzniku modrého
zbarveni. Absorbance se méfi pii 750 nm a kvantifikace se provadi pomoci kyseliny gallové

(GAE — gallic acid equivalent) [27].

1.3.1.5 Stanoveni celkového obsahu flavonoidi

Metoda stanoveni celkového obsahu flavonoidu je zalozena na tvorbé komplexii flavonoidnich
slouCenin s chloridem hlinitym pfi¢emz vznikaji stabilni chelatové komplexy, které jsou
barevné a méfitelné spektrofotometricky. V zavislosti na prevazujicim typu flavonoidi ve
vzorku, se méfeni provadi pti rozdilné vinové délce napt. 415 nm pro quercetin, nebo pii 510
nm pro katechin [28, 29]. V této praci byla vhodnd vlnova délka ovéfena prométrenim

absorp¢niho spektra komplexu vytvoreného se vzorkem.

Existuje vice modifikaci této metody, které vyuzivaji kombinaci dalSich Cinidel (napt. NaNOx,
octan sodny, ¢i NaOH). Jejich ptfitomnost ovliviiuje stabilitu a intenzitu vysledného komplexu,
¢imz dochazi ke zlepSeni citlivosti a selektivity metody. Zatimco metody s octanovym pufrem
jsou vhodné pro quercetinové derivaty, kombinace NaNO: + AlCl: + NaOH poskytuje stabilni
a intenzivni odezvu pro katechinové flavonoidy, coz je vyhodné zejména pii analyze ¢ajovych

extraktq.

Kvantifikace se provadi na zaklad¢ kalibracni kiivky s vyuzitim vhodného standardu (napf.
quercetin nebo katechin). Vysledky jsou vyjadieny jako ekvivalentni mnozstvi standardu

vztazené na hmotnost vzorku (napt. mg/g).

1.3.2  Méreni barevnosti vzorki

Barva je jednim z prvnich parametrt, které spotiebitel u potravin vnima. Vizualni vlastnosti
ovlivituji nejen jeho rozhodovani pii nakupu, ale 1 celkové hodnoceni kvality vyrobku.
V ptipad¢ napojl, jako je kombucha, mize barevnost napovidat o stupni fermentace, typu
pouzitého Caje a pritomnosti polyfenolickych latek, zejména flavonoidu a jejich degradacnich

produkt [30].

K objektivnimu popisu barev se bézné¢ pouziva kolorimetricky systém CIELab*, ktery byl
vytvofen Mezinarodni komisi pro osvétlovani (CIE). Tento systém popisuje barvu pomoci tii
ortogonalnich soutadnic [31]:

e L* vyjadfuje svétlost (0 = ¢erna, 100 = bild),
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e a*udava pozici na zelenoCervené ose (—a* = zelend, +a* = Cervend),

e b* urCuje pozici na modrozluté ose (—b* = modra, +b* = zZlutd).

Pievodem hodnot Lab* do valcového systému Ize ziskat soufadnice C* (chroma — sytost barvy)
a h* (hue — barevny ton). Tento tzv. CIE LCh* systém umoziuje detailnéjsi interpretaci zmén
barevnosti v zavislosti na chemickém slozeni napoje[31].

BiLA
L

“ ZLUTA
+b*

ZELENA f/ = A“&CERVENA
?

-a* = +a*

CERNA

Obrazek 5 Zaznam LAB modelu[32]

Pro kvantifikaci rozdil mezi dvéma barvami se pouziva celkova barevné odchylka AE*, ktera

se pocita podle vztahu:

1
BB = (1~ 1% + (a3 — ai)? + (b — )P @

Kde indexy 1 a 2 oznacuji standard a porovnavany vzorek. Hodnota AE* vyjadiuje
vnimatelnost rozdilu mezi dvéma barvami, pfi¢emz rozdily nad 3 jednotky jsou jiz pro vétSinu

lidi zteteln€ viditelné [31]. Interpretace vysledkiit AE* mtize byt nasledujici:

e 0-1: rozdil neposttehnutelny
e 1-2: velmi slaby rozdil

e 2-3,5: slaby az stiedni rozdil
e 3,5: zietelny rozdil
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1.4 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE
1.4.1 Princip HPLC

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (HPLC) patii mezi separacni techniky, které
vyuzivaji rozdilnou miru interakce jednotlivych slozek vzorku s mobilni a stacionarni fazi.
Mobilni fazi je kapalina, ktera je Cerpana pod vysokym tlakem skrze chromatografickou kolonu
naplnénou stacionarni fazi — obvykle tvofenou casticemi s piesné definovanou velikosti.
Analyty se v kolon¢ oddéluji na zaklade rozdilti v jejich schopnosti vazat se ke stacionarni fazi,

¢imz dochazi k jejich postupné eluci v riznych reten¢nich ¢asech [33].

V soucasné praxi se nejCast€ji pouzivaji chromatografické kolony s néplni o velikosti ¢astic
v rozmezi 3—-5 pum. Pfi vyuziti menS$ich ¢astic (pod 2 um), typickych pro techniku UHPLC,
dochdzi ke zvySeni ucinnosti separace, zkraceni doby analyzy a Casto i1 ke zlepSeni rozliSeni
jednotlivych pikti [34]. Diky své univerzalnosti je HPLC Siroce vyuzivana pfi analyze slozitych

smési, naptiklad v oblasti potravinafstvi, farmacie nebo biologickych véd.

1.5 HMOTNOSTNi SPEKTROMETRIE

Hmotnostni spektrometrie (MS) ptfedstavuje analytickou techniku, ktera umoznuje stanoveni
molarni hmotnosti molekul a jejich fragmenti. Méfeni probihd na zaklad¢€ separace iontl podle
poméru hmotnosti a ndboje (m/z). Pistroj se sklada ze tii zakladnich ¢asti — iontového zdroje,
hmotnostniho analyzatoru a detektoru. V iontovém zdroji dochdzi k ionizaci molekul a vzniku
nabitych Castic, které jsou nasledné analyzatorem separovany na zaklad¢ jejich m/z a nasledné

jsou pomoci detektoru detekovany [35, 36].

1.5.1 Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (Electrospray lonization — ESI) patii mezi mékké ioniza¢ni techniky,
pracujici za atmosférického tlaku. Molekula pfi ni ziskdva pouze malé mnozstvi energie, diky
tomu dochézi k tvorb¢é iontlh bez naruSeni jeji chemické struktury molekuly. Pfi detekci
v kladném rezimu vznikaji pfedevsim protonované molekuly [M+H]", popt. adukty s kationty

kovli (Na*, K*). V zdporném rezimu se tvoti deprotonované molekuly [M—H] [35, 37].

Ionizace probiha ve vysokonapétové kapilaie. Na jejim vystupu vznika vlivem elektrického
pole tzv. Taylortiv kuZel, z n¢hoZz se uvoliiuji drobné nabité kapky, které se rozpadaji na mensi
Castice vlivem coulombické exploze. Po postupném odpateni rozpoustédla se naboj pienasi na

jednotlivé molekuly analytu, které nasledné vstupuji do analyzétoru [35, 37].
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Molekula analytu  ogpafovani Coulumbické
rozpoustédia exploze lonty analytu
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kapka kapky
Nabita kapka bliZici se
Taylorv kuZel Rayleighové mezi stability
S VYV
Zdroj vysokého napéti

Obrazek 6 Schéma ionizace elektrosprejem|[37]

1.5.2 Chemicka ionizace za atmosférického tlaku

Chemické ionizace za atmosférického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical lonization —
APCI) je dalsi bézné pouzivanou metodou pro spojeni HPLC/MS. Vystupni kapilara z HPLC
je vyhfivana, kapalina je rozpraSovana pomoci nosného plynu a nasledné ionizovana
koronovym vybojem. Pfi tomto procesu vznikaji protonované nebo deprotonované

molekuly v zavislosti na polarité vlozeného napéti [35, 38].

Vyhodou této techniky je mensi citlivost na slozeni mobilni fdze a moZnost analyzy jak

vodnych, tak organickych roztoki [35].

Odpafovani lonizace
VyhFivani
=

° Yo o

o+ o+ o+
LC —> o. o . ° 4 ':*o & T T - MS
o ’¢’¢ : + ¢
ey ++ wts
e Analyt +
Mobilni &z
. Vybojové jehla s vioZenym napétim

Obrazek 7 Ionizace za atmosferického tlaku[39]

1.5.3 Hmotnostni analyzatory

Z iontového zdroje jsou vzniklé ionty vedeny do hmotnostniho analyzatoru, kde dochazi k jejich
separaci na zdkladé efektivnich hmotnosti, tedy poméru hmotnosti a naboje (m/z). Mezi
nejcastéji pouzivané analyzatory patii kvadrupol, analyzator doby letu (TOF), orbitrap, iontova

cyklotronova rezonance (FT-ICR) nebo iontovéa past [36, 40].
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Kvadrupolovy analyzator sestava ze Ctyf hyperbolickych ty¢i, na které je pfivadéno
kombinované stejnosmérné a vysokofrekvencni stfidavé napéti. Vzniklé elektrické pole
umoziiuje prichod pouze tém iontlim, které osciluji stabiln¢ a maji specificky pomér m/z.

Ostatni ionty maji nestabilni trajektorii a jsou vychyleny z drahy [36].

Analyzator doby letu (TOF) pracuje na principu méfeni Casu, ktery iontim trva prilet
evakuovanou trubici o definované délce. Leh¢i ionty se pohybuji vyssi rychlosti nez ionty t€zsi,

coz umoziuje jejich rozliseni [36, 40].

K analyzatoriim s vysokym rozliSenim a pfesnosti patii iontova cyklotronové rezonance (FT-
ICR) a orbitrap. V obou piipadech se frekvence pohybu iontli ptepocitava pomoci Fourierovy
transformace (FT) na hodnotu m/z. FT-ICR dosahuje nejvyssiho rozliSeni ze v§ech dostupnych
analyzatori a umoznuje detekei tisici komponent bez potieby jejich predchozi separace. Tyto

ptistroje jsou vSak velmi drahé a technologicky narocné [36, 40, 41]

Dalsi variantou je iontova past, kterd umoznuje MS® analyzu a studium struktury analytu.
Linearni iontova past nabizi vyssi plnici kapacitu a lepsi detekéni schopnosti nez 3D past. Mtze

byt pouzita samostatn¢ nebo jako soucast hybridnich systémi [36].

Tandemové usporadani analyzatorti, casto dvou kvadrupolti s kolizni celou mezi nimi,
umoznuje hmotnostni spektrometrii v rezimu MS/MS. V prvnim kvadrupolu dochazi k vybéru
prekurzorového iontu, ktery je nadsledné fragmentovan v kolizni reakci s plynem. Vysledné
fragmenty jsou detekovany druhym kvadrupoélem. Tato technika poskytuje vysoce specifické
spektrum slozené pouze z produktovych iontl a je vyuzivana pro cilenou analyzu latek i ve
slozitych matricich. V MS/MS se zpravidla vyuzivaji mekké ionizacni techniky, jako je ESI
nebo APCI [36, 42].

1.6 SPOJENI KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE S HMOTNOSTNI
SPEKTROMETRII

Spojeni vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (HPLC/MS)
piinasi synergii dvou vykonnych analytickych piistupti. HPLC zajistuje kvalitni separaci
slozek i1 ve velmi sloZitych matricich, zatimco MS nabizi vysoce citlivou a selektivni detekci
na zakladé m/z analyzovanych ionttl. Jejich propojeni umoziuje cilenou a piesnou identifikaci
latek 1 v ptfipadech, kdy se vyskytuji v nizkych koncentracich a v pfitomnosti rusivych

komponent.
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Jednou z klicovych vyhod tandemové hmotnostni spektrometrie (MS/MS) je schopnost
sledovat specifické prechody mezi prekurzorovym a produktovym iontem. Tento rezim,
oznacovany jako multiple reaction monitoring (MRM), umoziuje detekovat pouze vybrany
analyt a potlacit interferenci jinych latek. Vysledkem je zlepSeni poméru signalu k Sumu,

zvySeni spolehlivosti identifikace a vyrazné sniZeni limit detekce [35].

Diky témto vlastnostem je HPLC-MS/MS oblibenou metodou v oblastech, kde je vyZzadovana
vysoka presnost a selektivita, véetné farmaceutické analyzy, biomediciny nebo hodnoceni

potravinarskych produktti s obsahem ptfirodnich antioxidanti [35].

1.7 ANALYZA KOMBUCHY

1.7.1 Katechiny a priprava vzorku

Katechiny jsou hlavni polyfenolické slozky kombuchy [16]. Do napoje se dostavaji extrakci
z Caje béhem ptipravy nalevu, jejich obsah je ovlivnén druhem caje, dobou louhovéani, teplotou
vody a délkou fermentace [17, 22]. Nejvyznamnéj$imi zastupci jsou EGCG, EGC, EC a ECG.
EGCG vykazuje nejsilngj$i antioxidacni ucinek a byva nejvice zastoupeny v napojich ze

zeleného caje [17, 22].

Béhem fermentace dochazi k vyraznym zméndm obsahu katechinli. Mikroorganismy pfitomné
ve SCOBY metabolizuji nékteré polyfenoly a soucasn¢ méni pH a oxida¢né-redukéni
podminky prostiedi [3, 7]. EGCG je nachylny k oxidaci, zejména za ptistupu kysliku a pii vyssi
teploté, a mize byt pfeménén na epimerické nebo degradacni produkty [13, 43]. Aktivita
enzymt, jako jsou fenoloxidézy a peroxidazy, mize rovnéz ptispivat k pfeméndm katechinti na

chinony nebo polymerni latky [44].

Katechiny slouzi jako dilezité ukazatele kvality napoje. Ptispivaji k antioxidacni aktivité, chuti
a bioaktivnim vlastnostem kombuchy. Jejich sledovani umozituje hodnotit chemické zmény

behem fermentace 1 vliv pouzitych surovin [12, 19].

Vyvoj koncentraci jednotlivych katechinli béhem fermentace zavisi na sloZzeni mikrobidlni
kultury, typu pouzitého Caje a délce kvaSeni [21]. V literatufe byly popsany poklesy obsahu
EGCG a EGC az o 50 % bc¢hem 10-14 dnl fermentace, zatimco koncentrace nékterych

fenolickych kyselin, vzniklych jejich rozkladem, naopak vzrostly [14, 45].

Pro analyzu katechin je nutné standardizovana piiprava vzorku. Nejcastéji se fermentovana

kombucha pied analyzou filtruje pfes membranovy filtr (0,22-0,45 pm) nebo se piedfiltruje
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a odsttedi pi1 4000—10000 ot./min. po dobu n¢kolika minut. Takto upraveny vzorek se miize
ptimo analyzovat pomoci spektrofotometrickych nebo chromatografickych metod, ptipadné se

skladuje pfi teploté 4 °C v temnu [8].

1.7.2 Stanoveni antioxidacni aktivity

Antioxidac¢ni aktivita kombuchy izce souvisi s obsahem fenolickych latek, zejména katechintl,
flavonolii a fenolovych kyselin. Tyto latky vykazuji schopnost vychytavat volné radikaly
a chranit bunky pfed oxida¢nim stresem [6]. Mira antioxida¢ni aktivity se méni v pribé¢hu
fermentace v zavislosti na délce kvaseni, typu ¢aje, poCateni koncentraci polyfenolt a slozeni

mikrobidlni kultury [46].

Pro hodnoceni antioxidacni aktivity se bézn¢ pouzivaji kolorimetrické metody zalozené na
reakcich s radikalovymi nebo redoxnimi Cinidly. Mezi nejcastéji pouzivané patii metody
ABTS, DPPH a FRAP [47]. Tyto metody umoziuji rychlé srovnani antioxidacni kapacity

ruznych vzorki a vysledky se vyjadfuji obvykle jako ekvivalentni mnoZstvi standardu Troloxu.

V pribéhu fermentace kombuchy obvykle dochazi k nartistu antioxidacni aktivity v prvnich
dnech kvaseni. Tento nartst je zpisoben uvoliovanim bioaktivnich latek z caje a tvorbou
novych slouc¢enin mikroorganismy. Po dosazeni maxima (nejcastéji mezi 7. a 10. dnem) muze

aktivita klesat v diisledku rozkladu a spotteby antioxidantti.

Studie uvadéji, ze kombucha vykazuje vyssi antioxidacni G€inek nez nefermentovany Cajovy

nalev [22].

Antioxidacni ucinek zavisi i na obsahu kofeinu, kyseliny glukuronové a dalSich organickych
kyselin, kter¢ mohou pusobit synergicky. Fermentace zaroven piispiva ke zvyseni biologické

dostupnosti n€kterych fenolickych sloZek a tim zvySuje celkovy zdravotni u¢inek napoje.

1.7.3 Analyza fenolickych latek pomoci separa¢nich technik

Pro pifesné stanoveni fenolickych sloucenin v kombusSe se nejCastéji vyuziva vysokoucinna
kapalinova chromatografie [48]. Tato metoda umoziuje jak kvalitativnitak 1 kvantitativni
analyzu jednotlivych latek, véetné katechinti, flavonolii a fenolovych kyselin [49]. Jeji hlavni
vyhodou je vysoka citlivost, dobra reprodukovatelnost a schopnost analyzovat i slozité matrice,

jakou je fermentovany napoj[50].

Pti analyze fenolickych latek se nejCastéji pouzivaji systémy s obracenymi fazemi s vyuzitim
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oktadecylsilikagelové stacionarni faze (C18). Mobilni fazi pak tvofi smés methanolu nebo
acetonitrilu s vodou, ¢asto okyselena kyselinou fosfore¢nou nebo octovou [51]. Na téinnost
separace maji vliv rizné parametry, jako je pravé pH, dale teplota, rychlost toku amobilni faze
¢i délka chromatografické kolony. Peclivou optimalizaci téchto podminek lze dosédhnout

ucinného rozliSeni i latek s velmi podobnymi strukturami [33].

Detekce stanovenych sloucenin probihd nejcastéji pomoci UV/VIS detektoru nebo
hmotnostniho spektrometru [52]. Spojeni HPLC s MS ptinasi vyhodu vyssi specificity, a navic

umoziuje identifikaci i téch latek, pro které nejsou komercné dostupné standardy[35].

Pti analyze kombuchy byly pomoci HPLC detekovany katechiny (EGCG, ECG, EGC, EC),
kyselina gallova, kavova, ferulova, vanilinova a dalsi fenolové kyseliny [53]. Jejich obsah se
méni béhem fermentace v dusledku enzymatickych a mikrobialnich biotransformaci [53].
Kromé zakladnich slou€enin byly rovnéz zaznamenany derivaty polyfenoll vznikajici oxidaci
a polymeraci, jejichz ptesnd identifikace ¢asto vyzadujepokrocilé techniky HPLC/MS nebo
MS/MS [54].

Jako alternativni separa¢ni metoda byva v nékterych ptipadech vyuZivana kapilarni
elektroforéza (CE), kterd umoznuje separaci na zakladé rozdilt v jejich elektoforetické
mobilitéi [55]. CE je vhodna pro analyzu malych objemli a poskytuje vysoké rozliSeni pfi
kratkych casech separace. V nékterych studiich byla vyuzita i miceldrni elektrokineticka

chromatografie (MEKC), ktera rozSifuje moZnosti separace u latek s odliSnou polaritou[53].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pristroje a zarizeni

K provedeni analyzy fenolickych latek metodou HPLC/MS byla vyuzita chromatograficka
sestava Agilent 1260 Infinity II (Agilent Technologies, USA), kterd zahrnovala integrovany
termostat, degazér, autosampler a dvojité ¢erpadlo mobilni faze. Detekce byla zajisténa pomoci

hmotnostniho spektrometru QTRAP 4500 (AB SCIEX, USA).

Obrazek 8 HPLC/MS systém (foto autor)

Antioxidac¢ni aktivita byla stanovovana pomoci UV/VIS spektrofotometru Shimadzu UV-2450

(Japonsko) viz obrazek 9.

Obrazek 9 UV/VIS spektofotometr Shimadzu UV-2450 (foto autor)

Barevnost byla stanovovana pomoci spektrofotometru UltraScan VIS (Hunter Associates
Laboratory, Inc., USA)
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Obrazek 10 Spektrofotometr UltraScan VIS[56]

pH bylo méteno pomoci 913 pH metru (Metrrohm, USA)

Pro separaci byla pouzita kolona Ascentis Express C18. Pfi pfipravé vzorkl a roztokl byly
vyuzity pipety znacek Biohit-Proline a HandyStep, ultrazvukova lazen (Kraintek), analytické
vahy Kern 770, laboratorni chladnicka, termostat a bézné vybaveni pro manipulaci s vodou

a chemikaliemi.

2.2 Pouzité chemikalie a materialy

2.2.1 Vlastni ¢ajové nalevy

Pro ptipravu vlastnich extrakt byly pouzity dva druhy ¢aji v nalevovych saccich bézné
dostupnych v maloobchodni siti — zeleny ¢aj znacky Lord Nelson (pyramidovy sacek, 1,5 g;
oznateni VZ-Z) a ¢erny ¢aj Ahmad Tea — English Tea No. 1 (klasicky sacek, 2,0 g; oznaceni
VZ-C).

2.2.2 Komer¢né dostupné kombuchy

K analyze byly dale pouzity zakoupené vzorky komeréné vyrabéné kombuchy. Celkem bylo
analyzovéano 9 riznych vyrobkl z riiznych ¢ajovych zakladi (zeleny, ¢erny, smési, jasmin).

Jejich piehled je uveden v tabulce 1..

Tabulka 1 Komer¢ni vzorky kombuchy K1-K4

K1 K2 K3 K4
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F3
i
'

Stevikom

Nature Force

Nature Force

Country Life

zeleny

cerny

zeleny

zeleny

Tabulka 2 Komer¢ni vzorky kombuchy K5-K9

KomBucH”

Nupreme Captain Pragers JZT Bacilli
Kombucha
zeleny zeleny zeleny zeleny/Cerny | zeleny/jasmin

2.2.3 Standardy

Pro kvantitativni analyzu fenolickych sloucenin byly pouzity standardy katechinu,

epikatechinu, epigalokatechin-3-galatu, kyseliny gallové, kyseliny chlorgenové, rutinu,

isokvercetinu a K-glukosidu (vSe Sigma Aldrich, USA). Pro stanoveni antioxidacni aktivity byl

jako standard vyuzit Trolox.

2.2.4 Ostatni chemikalie

Ptiprava roztokd a mobilnich fazi probihala za pouziti deionizované vody (systém Milli-Q,

Merck) a HPLC-grade metanolu (Sigma Aldrich, USA). Pro ptipravu pufrt a ¢inidel byly dale

pouzity: kyselina mravenc¢i (pro upravu pH mobilni faze), 2M Folin-Ciocalteuovo ¢inidlo

(Sigma Aldrich, USA), ABTS, K>S.0s, Na.COs (Sigma Aldrich, Lach-Ner, CR).
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Vzorky a jejich priprava

Pro t&ely fermentace byly ptipraveny dva typy ¢ajovych nalevii — zeleny a éerny. Cajové sacky
byly nejprve zvazeny a poté zality 3600 ml horké vody z vodovodniho fadu. Doba louhovani
byla stanovena na 5 minut. Po ochlazeni byl do kazdého nalevu pfidan startér z pfedchozi
fermentace v objemu 400 ml, dale 400 g sachar6zy a kultura SCOBY. Objem kazdého

ptipraveného fermentac¢niho vzorku €inil 1 litr (celkem 8 vlastnich vzorki viz obrazek 11 a 12).

Obriazek 12Vlastni vzorky kombuchy vz5-vz8

Vzorky byly fermentovany celkem ve dvou teplotnich reZimech — Etyfti vzorky pfi teploté 21 °C
a Ctyfi pti teploté 25 °C. V obou skupinach byly fermentovany vzdy dva vzorky zeleného a dva
vzorky ¢erného €aje. Fermentace probihala po dobu 13 dnti, béhem niz bylo témét kazdodenné

odebirano 10 ml vzorku ve stejnou denni dobu.

Odebrané vzorky byly analyzovany bez dal§i upravy. Nebyly tedy fedény ani pro

spektrofotometricka stanoveni antioxidacni aktivity, ani pro analyzu pomoci HPLC/MS.
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U spektrofotometrickych metod bylo kazdé méfeni provedeno pétkrat, zatimco u HPLC/MS
analyzy byly kazdé vzorky méteny dvakrat.

2.3.2 Spektrofotometrické stanoveni antioxida¢ni aktivity

Bylo provedeno pét spektrofotometrickych stanoveni: metoda ABTS, FRAP, DPPH, stanoveni
celkového mnozstvi fenolickych latek (TPC) a stanoveni flavonoidii dvéma zpiisoby (TFC).
Pro kazdou metodu byl pfed samotnym méfenim optimalizovan objem ddvkovaného vzorku,

a to na zadklad¢ zavislosti absorbance na ptiddvaném objemu vzorku.

2.3.2.1 Metoda ABTS (metoda TEAC)

Kationtovy radikal ABTS"* byl pfipraven rozpusténim 10 mg ABTS v 5 ml deionizované vody,
ke které bylo piidano 100 pl roztoku K2S.Oz (0,064 mol/l). Roztok byl uchovavan ve tmé pfi
laboratorni teploté po dobu 12—16 hodin. Poté byl fedén deionizovanou vodou tak, aby jeho
absorbance pti 734 nm c¢inila 0,8—0,9. Pro méteni bylo do 3 ml tohoto roztoku ptidano 30 ul
vzorku, smés byla promichéna a ponechana reagovat po dobu 60 minut pti pokojové teplote.

Kalibracni kiivka je zobrazenana obrazku 13.
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Obriazek 13 Kalibracni krivka zavisloti ubytku A na mnoZstvi Troloxu pro metodu ABTS

2.3.2.2 Metoda FRAP

Pracovni roztok vznikl t€sné pred méfenim smichanim roztoku TPTZ (rozpusténého v 5 ml 40
mmol/l HCI a doplnéného vodou na 10 ml), roztoku FeCls (20 mmol/l) a acetatového pufru
o pH 3,6 v poméru 1:1:10. Do 3 ml ¢inidla bylo pfidano 100 pl vzorku, smés byla promichana
a po 10 minutach byla méfena absorbance pii 593 nm. Kalibra¢ni kfivka je uvedena na obrazku

14.

33



100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

y = 863,48x +1,1912
R? =0,9991

ubytek A [%]

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12
Trolox [umol/100pul]

Obriazek 14 Kalibracni kiivka zavisloti ubytku A na mnoZstvi Troloxu pro metodu FRAP

2.3.2.3 Metoda DPPH

Roztok DPPH (0,004 g ve 25 ml methanolu) byl upraven na objem 50 ml a dale fedén tak, aby
jeho absorbance pfi 517 nm ¢inila 0,8-0,9. Pro méteni bylo do 3 ml DPPH roztoku ptidano 50
ul vzorku. Smés byla inkubovana 30 minut ve tmé pfi laboratorni teploté. Kalibra¢ni kiivka je

zobrazena na obrazku 15.
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Obrizek 15 Kalibracni k¥ivka zavisloti ubytku A na mnoZstvi Troloxu pro metodu DPPH

2.3.2.4 Stanoveni celkového mnoZstvi fenolickych latek

Do 2 ml fedéného Folin-Ciocalteuova ¢inidla (1:20) bylo ptidano 200 pl vzorku, po promichani
byla smés ponechana 5 minut pfi laboratorni teploté. Poté bylo ptfidano 1 ml 7,5% Na.COs a po
30 minutach ve tmé byla méfena absorbance pii 750 nm. Kalibra¢ni kiivka je zobrazrna na

obrazku 16.
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Obrazek 16 Kalibra¢ni kiivka zavisloti ubytku A na mnozZstvi kyseliny gallové

2.3.2.5 Stanoveni celkového mnoZstvi flavonoidi

Pro stanoveni celkového mnozstvi flavonoidli ve vzorcich kombuchy byly zvoleny dvé
kolorimetrické metody, obé zalozené na tvorbé komplexi s chloridem hlinitym. Prvni metoda
vyuzivala kombinaci dusi¢nanu sodného, chloridu hlinit¢ho a hydroxidu sodného. Druha
metoda spocivala v reakci flavonoidt s AICl: s octanem sodnym.Vybér dvou rtiznych piistupi

umoznil porovnat jejich citlivost a vhodnost pro rlizné typy vzorkd.

Stanoveni celkového mnozZstvi flavonoidi — metoda s NaNOz, AICls a NaOH
K 0,5 ml vzorku bylo pfidano 2 ml vody a 150 pl 5% NaNO-. Po 5 minutich byla ptidana 150
ul 10% AICIs, nasledné po 1 minut¢ 1 ml IM NaOH. Objem byl doplnén na 5 ml a absorbance

méfena pti 500 nm. Kalibra¢ni kiivka je zobrazena na obrazku 17.

TFC Metoda s AlCl; a octanem sodnym
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Obrazek 17 Kalibra¢ni kiivka zavisloti ibytku A na mnoZstvi kaempferolu
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Stanoveni celkového mnoZzstvi flavonoidii — metoda s AICl; a octanem sodnym
K 1 ml vzorku bylo ptidano 0,2 ml 10% AICls a 0,2 ml 1M octanu sodného. Objem byl doplnén
na 7 ml a po 30 minutéch pti laboratorni teploté byla métena absorbance pti 408 nm. Kalibra¢ni

ktivka je zobrazna na obrazku 18.

TFC Metoda s NaNO,, AlICI; a NaOH

1.2
1 @
y = 2.7946x + 0.0137 >
0.8 R? = 0.9984 =
< b‘)
q 06 02
P
0.4 ®
-’
0.2 ® o9
0
0 0.05 0.1 0.15 0.2 0.25 0.3 0.35 0.4

Katechin [mg/500pul]

Obrazek 18 Kalibra¢ni kiivka zavisloti ubytku A na mnoZstvi katechinu

233 Statistické vyhodnoceni vyhodnoceni kalibrac¢nich zavislosti

Vsechny kalibra¢ni zavislosti byly vyhodnoceny pomoci statistického programu QC Expert
(verze 2.9, TriloByte). Byla provedena linearni regrese a identifikace odlehlych hodnot pomoci
Jackknife rezidui, Pregibonova, William’s a L-R grafu. Na hladin€¢ vyznamnosti a = 0,05 byl
testovan vyznam parametrii pomoci Studentova t-testu. U metod ABTS, DPPH, TPC a jedné
metody TFC byl prokazan vyznamny absolutni ¢len (piimka neprochazi pocatkem). U metody
FRAP byl absolutni ¢len nevyznamny (pfimka prochazi nulou).

2.3.4  Meéreni barevnosti
Vzorky kombuchy byly pfed méfenim temperovany na laboratorni teplotu a pteneseny do 50ml
zkumavek. Nasledné byly centrifugovany pii 7000 ot./min po dobu 5 minut, aby doSlo

k odstranéni usazenin a oxidu uhli¢itého.

Barevnost byla méfena pomoci spektrofotometru HunterLab UltraScan VIS vybaveného
integracni kouli s geometrii d/8° a standardizovanym osvétlenim D65. Pro méteni byly pouzity
sklenéné kyvety o délce optické drahy 50 mm, aby bylo dosazeno realistického vzhledu napoje

obdobného pozorovani ve sklenici.
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Pied kazdym méfenim byla provedena kalibrace piistroje — nejprve pomoci ¢erné referencni

desticky a nasledné na slepy vzorek tvotfeny destilovanou vodou.

U kazdého vzorku byly zaznamenany hodnoty barevnosti L*, a*, b*, C* a h°. Vysledky byly
zpracovany v programu Microsoft Excel. Pro hodnoceni rozdilu barev mezi jednotlivymi

vzorky a referenénim standardem byla vypoctena hodnota AE*.

2.3.5 HPLC/MS analyza kombuchy

Vzorky fermentované kombuchy byly pfipraveny postupem uvedenym v kapitole 2.3.1. Vzorky
pro HPLC/MS analyzu nebyly nijak fedény.

Piimou infuzi standardd fenolickych latek do hmotnostniho spektrometru QTRAP 4500
a 1onizaci elektrosprejem byla nejprve provedena optimalizace MRM (Multiple Reaction
Monitoring) pfechodli pro kvantitativni analyzu vybranych fenolickych latek ptfitomnych
v kombusSe. Ze standardii byly sledovany pifedevSim derivaty katechinti, chlorogenova
a neochlorogenova kyselina, kryptochlorogenovd a galova kyselina, rutin, isokvercetin

a kaempferol glykosylované derivaty.

Jednotlivé retencni charakteristiky byly vyhodnoceny s vyuzitim riiznych typt kolon
popsanych v kapitole x. Mobilni fazi tvofila voda okyselend 0,1 % kyselinou mravenci jako
faze A a Cisty methanol jako faze B. Teplota kolony byla nastavena na 40 °C a priitok mobilni
faze byl 0,4 ml/min. Jako nejvhodnéjsi pro separaci katechinti se ukazala reverzni faze Ascentis
Express C18 o délce 5 cm, s ¢asticemi o velikosti 2 pm a vnitinim primérem 2,1 mm. Pouzity

gradient eluce byl 18—70 % methanolu béhem 2,5 minut.

Pro ptipravu kalibracni fady byl pouZit zasobni roztok o koncentraci 100 pg/ml pfipraveny v
methanolu. Z tohoto roztoku byly odpipetovany piislusné objemy a doplnény 20% methanolem
s ptidavkem 0,1 % kyseliny mravenci tak, aby vznikly kalibra¢ni roztoky v koncentracich 10;
25; 50; 75; 100; 200; 400; 600; 800 a 1000 pg/l. Pii méteni byly dale vyhodnoceny meze

detekce, stanovitelnosti a linearita odezvy jednotlivych analytt.

MRM piechody pro kvantitativni analyzu spolu s optimalnimi hodnotami deklastra¢niho
potencialu (DP), kolizni energie (CE) a vystupniho potencialu kolizni cely (CXP) jsou uvedeny

v ptiloze v tabulce 10.
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3 VYSLEDKY A DISKUZE

Vysledky stanoveni antioxidanti ve vzorcich kombuchy v pribéhu fermentace ukazaly, ze
antioxidacni aktivita a obsah fenolickych latek se li$i nejen podle pouzité¢ metody, ale také podle
typu Caje (zeleny vs. ¢erny) a teploty fermentace. Vzorky vzl, vz2, vz7 a vz8 byly ptipraveny
ze zeleného ¢aje, zatimco vzorky vz3—vz6 ze ¢erného €aje. Fermentace probihala po dobu 13
dni a hodnoty byly odecitany pro 12 ¢asovych bodu (¢ je oznacni pro samotny ¢ajovy nalev a

nasledujici dny jsou ¢islovany 0-13).

Vysledky metody DPPH (Obrazek 19) ukazuji mirny nartist antioxidacni aktivity u vétSiny
vzorkll v prvnich dnech fermentace (do 3.—4. dne), nasledovany mirnym poklesem. Nejvyssi
hodnoty byly naméfeny u vzorku vz6 (Cerny caj, 25 °C), zejména mezi 3.—5. dnem. Vzorky ze
zeleného Caje (napt. vz2) vykazovaly celkové nizsi aktivitu. U nékolika vzorka (napt. vzS8)

dochazi ke zvyseni hodnoty v posledni den fermentace, coz mize byt diisledkem biologické

variace
DPPH
0.500
0.450
0.400 mvz1
gn 0.350 mvz2
o 0.300
£ Wvz3
€ 0.250
= vz4
Q
5 0.200
~ 0.150 mvz5
0.100 mvz6
0.050 mvz7
0.000 mvzs
C 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 13
cas [dny]

Obrizek 19 Antioxida¢ni aktivita metodou DPPH v priibéhu fermentace

U metody ABTS (Obrazek 20) je trend velmi podobny jako u DPPH — pocatecni rtist aktivity

b&hem prvnich 3—5 dni a nasledny pokles. Nejvyssi hodnoty byly znovu pozorovany u vzorkt
vz6 a vz5 (Cerny €aj). U vzorkil vzl a vz2 (zeleny €aj) byla aktivita stabilnéjsi, ale niz$i. Také

zde se u neékterych vzorkl objevuje opétovny nartst v poslednich dnech.
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g 0.400 vz4
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¢ 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 13
¢as [dny]

Obrazek 20 Antioxidacni aktivita metodou ABTS v pribéhu fermentace

Obsah celkovych fenolickych latek (TPC — Obrazek 21) rovnéz rostl béhem prvnich 4-5 dni,
poté dochazelo k poklesu. Nejvyssi hodnoty byly dosazeny u vzorkd vz5 a vz6, které byly
pripraveny z ¢erného Caje a fermentovany pii vyssi teploté. U zeleného Caje (vzl, vz2, vz7,
vz8) byl celkovy obsah fenold nizsi, ale stabilnéj$i. Tento vyvoj odpovida ocekavani, protoze

cerny ¢aj ma vyssi obsah polymerizovanych polyfenolt, které mohou byt béhem fermentace

v

rozkladany na jednodussi formy.

TPC
16 mvz1
14 Wmvz2
12 mvz3
= 10 vz4
%
£ 8 mvz5
(%) 6 mvz6
a4 mvz7
2 Hvz8
0
¢ 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 13
¢as [dny]

Obrizek 21 Celkovy obsah fenolickych latek stanoveny metodou Folin-Ciocalteu (TPC)
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Vysledky metody FRAP (Obrazek 22) vykazuji odli$ny trend neZ ptedchozi metody — redukéni
schopnost vzorkl postupné nartista po celou dobu fermentace. Tento rozdil je pravdépodobné
zpusoben tim, Ze metoda FRAP neni zaloZena na zachycovani volnych radikald, ale na donoru

elektroni. Nejvyssi redukéni schopnost byla namétfena u vzorku vz6 a vz5.

FRAP
1 mvz1
0.9
mvz2
0.8
0.7 vz3
© 0.6 vz4
€
é 0.5 mvz5
2 0.4 mvz6
£ 03
mvz7
0.2
0.1 mvz8
0
¢ 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 13
cas [dny]

Obrazek 22 Antioxidac¢ni aktivita metodou FRAP v pribéhu fermentace

Pouziti dvou kolorimetrickych metod pro stanoveni flavonoida bylo zvoleno zamérné, nebot’
kazdd z metod vykazuje rozdilnou selektivitu vii€i riznym typim flavonoidnich sloucenin.
Metoda s AICL: a octanem sodnym (TFC 2) je obecné citliveéjsi k flavonolim, jako jsou
glykosidy kaempferolu a kvercetinu. Naproti tomu metoda s NaNOz, AICls a NaOH (TFC 1)

1épe reaguje na katechiny a dalsi flavanoly, které se vyskytuji zejména v zeleném a ¢erném caji.

Tato specifita se odrazi i ve vysledcich. Zatimco metoda TFC 2 (Obr. 23) vykazovala relativné
stabilni hladiny flavonoidt po celou dobu fermentace, metoda TFC 1 (Obr. 24) prokazala vyssi
variabilitu. To lze vysvétlit tim, Ze katechiny jsou biologicky aktivngj$i a béhem fermentace se
preménuji nebo rozkladaji, coz zptsobuje fluktuace jejich koncentraci. Glykosidicky vazané
flavonoly naproti tomu vykazuji vétsi stabilitu a jejich koncentrace zlstavaji viceméné

konstantni.

Z téchto rozdilti je patrné, ze jednotlivé metody zachycuji jinou skupinu sloucenin a jejich

kombinace poskytuje komplexnéjsi pohled na vyvoj flavonoidniho profilu béhem fermentace.
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Ptitomnost vyrazného vykyvu u vzorku vz7 v zdvéru fermentace (TFC 2) mlze byt artefaktem,

nebo odrazem nahromadéni specifickych metabolitti.

TFC

mvz1

20
mvz2
mvz3

15
vz4

)

o mvz5

£ 10
o mvz6
mvz7

5
mvz8

0

¢ 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 13
cas [dny]

Obriazek 23 Obsah flavonoidii stanoveny metodou TFC s octanem hlinitym

TFC
mvz1
20 mvz2
mvz3
vz4
15 mvz5
= mvz6
)
.§. mvz7
o 10
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5
0
¢ 0 1 2 3 4 5 7 8 9 10 13
cas [dny]

Obrazek 24 Obsah flavonoidii stanoveny metodou TFC s NaOH
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3.1 Porovnani spektrofotometrickych metod
Pro porovnani jednotlivych spektrofotometrickych metod byla z primémych hodnot vSech
meéfeni vypoctena korelacni matice pomoci Pearsonova korela¢niho koeficientu. Vyhodnoceni

bylo provedeno v programu STATISTICA 14 a vysledky jsou uvedeny v tabulce 3.

Pearsontiv korelacni koeficient nabyva hodnot v rozmezi od —1 do 1. Hodnota blizici se 1 znaci
silnou pozitivni linedrni zavislost, hodnota blizici se —1 naopak silnou negativni linearni

zavislost. Hodnoty blizici se nule indikuji velmi slabou nebo zadnou linearni zavislost mezi

proménnymi.

Tabulka 3 Korela¢ni matice mezi jednotlivymi metodami (Pearsonovo r)

DPPH ABTS TPC FRAP TFC 408 | TFC 500
DPPH 1| 0,911252| 0,15141| 0,749863| 0,262891| 0,534473
ABTS]| 0911252 1] 0,145093| 0,836977| 0,307581| 0,553293
TPC] 0,15141| 0,145093 1| -0,16057| -0,31548| -0,14213
FRAP] 0,749863| 0,836977| -0,16057 1] 0,242264| 0,32709
TFC 408] 0,262891| 0,307581| -0,31548| 0,242264 1| 0,38263
TFC 500] 0,534473| 0,553293| -0,14213| 0,32709| 0,38263 1

Nejvyssi korelace byla zaznamendna mezi metodami DPPH a ABTS (r =0,91), coz ukazuje na
jejich podobny princip zalozeny na schopnosti odchytavat volné radikéaly. Vyznamna pozitivni
korelace byla také mezi ABTS a FRAP (r = 0,84) a mezi DPPH a FRAP (r = 0,75), i kdyz

metoda FRAP sleduje spise redukéni schopnost nez radikalovou aktivitu.

Metoda TPC, ktera stanovuje celkové fenoly, nevykazuje s ostatnimi testy vyrazngjsi korelaci.
Hodnoty pro TFC (stanoveni flavonoidl s octanem hlinitym a NaOH — TFC 408, a metoda bez
NaOH — TFC 500) koreluji se zbytkem metod spise slabé (r < 0,56), coz odpovida jejich

specifickému zaméteni na uzsi skupinu fenolickych latek.
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Obrazek 25 Zavislost hodnot ABTS na obsahu fenolickych latek (TPC)

Ze vSech analyzovanych kombinaci spektrofotometrickych metod vykéazala nejvyssi miru
korelace dvojice ABTS a TPC (r = 0,91), coz ukazuje na silnou linearni zavislost mezi
antioxida¢ni aktivitou méfenou metodou ABTS a obsahem fenolickych latek stanovenym
metodou Folin-Ciocalteu. Tato vazba naznacuje, ze pravé fenolické latky se vyrazné podileji
na celkové antioxidacni kapacité kombuchy. Pro svoji vysokou vypovidaci hodnotu byla tato

dvojice zvolena k vizualizaci pomoci regresniho grafu viz obrazek 25.

SNV W r

Ostatni metody vykazovaly korelace nizsi ¢i méné jednoznacné, a jejich zatazeni by nepfiispélo

k lepsi interpretaci vztahii mezi stanovenymi parametry.

3.2 Barevnost vzorki béhem fermentace

Ve vzorcich piipravenych ze zeleného Caje (vz1, vz2, vz7, vz8) byly hodnoty AE obecné nizsi,
coz ukazuje, ze fermentace udrzela barvu nélevu pomérné blizko ptivodnimu vzhledu — AE se
pohybovalo kolem 10-15 (viz tabulka 4). Nejnizsi rozdil byl zaznamenan u vzorku vz8, coz

znaci témét identickou svételnost a pouze mirny posun v barevném tonu.

Tabulka 4 Zména barevnosti 8 vlastnich vzorkid kombuchy

vzorek | Vz1 Vz2 Vz3 Vz4 | Vz5 Vz6 | Vz7 | Vz8
AE* 15,95 | 15,12 | 42,81 | 45,58 | 38,27 | 36,61 | 11,84 | 9,77
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Rozdil barevnosti vii¢i vychozim ¢ajovym naleviim

50
45
40

35
30
25
20
1
1

ARRN

0

vzl vz2 vz7 vz8 vz3 vz4 vz5 vz6

Obrazek 26 Rozdil barevnosti vii¢i ¢ajovym naleviim

AE
o o

Naopak vzorky z éerného ¢aje (vz3, vz4, vz5, vz6) vykazovaly hodnoty AE kolem 35-45, coz
predstavuje vyraznou zménu barevnosti oproti vychozimu nélevu (viz obrazek 26). Tento
rozdil lze pfisoudit tmavsi vychozi barvé ¢aje, vy$§imu obsahu polyfenold a intenzivnéjSim

fermenta¢nim zméndm, které ovlivnily jak svétlost, tak odstin vysledného népoje.

Nejsvétlejsim komerénim vzorkem je k6 (L = 99,50), ktery se vyznacuje velmi vysokou
svétlosti a slabym zlutym ténem. Nejblize k tomuto vzorku mé fermentovany vzorek *vz1 (L =
101,56), pripraveny ze zeleného Caje. Oba vzorky maji nizké hodnoty chromati¢nosti (C < 14)

a podobny barevny odstin (h°® =~ 91-97).

hodnotu svétlosti a zaroven jednu z nejvyssich sytosti (C = 27,1). Vlastni vzorky pfipravené
z cerného Caje (zejména vz5 a vz6) maji rovnéz nizsi L* (95,72 a 94,66) a vyssi sytost (C* >

29), coz odpovida typickému vzhledu fermentovanych napoji z ¢erného cCaje.

Vzorek k2, rovnéz z cerného ¢aje, ma L* = 91,62 a velmi podobny odstin jako vlastni vzorek

vz3 (h®=92,7 vs. 85,98). Oba vykazuji syté¢ zlutohnédy ton.

Vzorek k8, piipraveny jako smés cerného a zeleného ¢aje, ma hodnoty L*, C* a h° velmi
podobné vzorkiim vz7 a vz8, které vznikly fermentaci Cisté zeleného Caje (viz tabulka 5). To
naznacuje, ze podil zelen¢ho Caje vyznamné ovlivituje vyslednou svétlost i barevny ton

smésnych napoju.

Celkov¢ lze konstatovat, ze vlastni vzorky fermentované ze zeleného Caje (vzl1, vz2, vz7, vz8)
barevné odpovidaji svétlym komerénim kombuchdm, zatimco vzorky z ¢erného Caje (vz3, vz4,
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vz5, vz6) vykazuji podobné rysy jako tmavsi komer¢ni vzorky pfipravené ze stejného ¢ajového

zakladu (k2, k8).

Tabulka 5 Naméiené hodnoty L*, a*, b*, C*, h®

vzorek L* a* b* L* C* h
voda 102,99 | -0,18 0,1 102,99 0,21 210,07
c"gj?y 75,84 | 11,305 | 59,77 75,84 60,83 79,29
Zeélfl;‘y 95,88 0,28 20,61 95,88 20,61 90,775
vzl 101,56 | -0,71 5,71 101,56 | 5,755 | 97,145
vz2 100,7 | -0,605 | 6285 100,7 6,32 96,005
vz3 96,83 | -1,155 24,6 96,83 | 24,625 | 92,69
vzd 97,855 | -1,015 | 21,805 | 97.855 | 21,83 | 92,685
vz5 95,715 | -0,66 2933 | 95,715 | 29335 | 91,29
vz6 94,655 | -0,45 30,65 | 94,655 | 30,66 90,84
vzl 99,895 | -0,75 9,48 99,895 9,51 94,54
vz8 99,795 | -0,895 | 11,685 | 99,795 | 11,72 | 94,395
k1 97,795 | -0,195 | 15,115 | 97,795 | 15,115 | 90,74
K2 91,62 1,71 2431 91,62 24,37 85,98
K3 98,115 | 0,075 10,73 | 98,115 | 10,73 89,59
k4 97,665 | 0025 | 11,815 | 97,665 | 11,815 | 89,885
k5 95,725 | -0,015 | 21,245 | 95,725 | 21,245 | 90,035
K6 99,495 0,4 13,705 | 99.495 | 13,715 | 91,675
K7 91,21 1,69 27,045 | 9121 | 27,095 | 86,42
k8 95,67 20,65 18,835 | 95,67 | 18,845 | 91,975
K9 97,19 -0,69 18,975 | 97,19 18,99 92,09

3.3 Senzorické hodnoceni kombuchy

Senzorické hodnoceni probihalo v n¢kolika fazich fermentace, konkrétné ve dnech 0, 1-2, 3—

4, 5-7 a 8-13 a je shrnuté v tabulce 6.

Tabulka 6 Senzorické hodnoceni kombuchy v pribéhu fermentace

Vzorek 0. den 1.-2. den 3.—4. den 5.-7. den 8.-13. den

K: zadna, P: | K: mirn4, P: | K:stfedni, | K:vyssi, P: | K:vysoka,

V71 zadné, A: zadné, A: | P:jemné, A: | vyrazné, A: | P:silné, A:
neutralni cajové cajové ustalené SVeZi

K: zadna, P: | K: mirna, P: | K:stfedni, | K:vyssi, P: | K: vysoka,

V72 zadné, A: zadné, A: | P:jemné, A: | mimné, A: P: silné, A:

kvétinové | ovocné tony stabilni ustalené ustalené

K: zddna, P: | K: mirna, P: | K:stfedni, | K:vyssi, P: | K: vysoka,

VZ3 zadné, A: mirné, A: | P: jemné, A: | vyrazné, A: | P:silné, A:
neutralni neutralni ustélené stabilni plné

45




K: zadna, P: K mlrna}, P: K: sttedni, | K:vyssi, P: | K: vysoka,
VZ4 #4dné, A: PIVIL 1 p: vyrazné, | silng, A: | P:silné, A
neutralni zn%n}ky,’A. A stabilni ustalené ustalené
cajové
K: zadna, P: | K: mirna, P: | K: stiedni, K: vysoka, K Ve!ml.
VZ5 zadné, A: zadné, A: | P: mirné, A: | P: vyrazné, vy.sol’<a, P
i, , o, o silné, A:
neutralni slabé ustupujici A stabilni plné
K: z4dna, P: | K: mirna, P: | K:stfedni, | K:vyssi, P: | K: vysoka,
VZ6 zadné, A: zadné, A: | P: jemné, A: | vyrazné, A: | P:silné, A:
neutralni Cajové stabilni svezi osvezujici
K: zadna, P: | K: mirna, P: | K:stfedni, | K:vyssi, P: | K: vysoka,
VZ7 zadné, A: zadné, A: | P: jemné, A: silné, A: P: silné, A:
neutralni neutralni vyvazené stabilni SVeZi
K: zadna, P: | K: mirna, P: | K:stfedni, | K:vyssi, P: | K: vysoka,
VZ8 zadné, A: zadné, A: | P: jemné, A: | vyrazné, A: | P:silné, A:
neutralni slabé ustupujici vyrazné sviravé

Kde K = kyselost, P = perlivost, A = aroma

Senzorické hodnoceni bylo provedeno tfemi hodnotiteli bez formélniho Skoleni v senzorice.
Hodnotitel¢ sledovali tii zakladni parametry: kyselost, perlivost a aroma. Hodnoceni probihalo

na zéklad¢ organoleptického posouzeni vzorkli ve zminénych fazich fermentace.

Vsechny sledované vzorky na pocatku vykazovaly sladky profil bez jakéhokoliv perleni
a s prevazné neutralnim aromatem. UZ po dvou dnech doslo k patrné zméné — sladkost zacala
ustupovat a objevila se mirna kyselost. Naptiklad u vzorkii VZ1 a VZ2 se rozvinulo také cajové

nebo kvétinové aroma.

Ve fazi 3.—4. dne pfevladala stiedni kyselost a jemné perleni, doprovazené stabilizaci aroma.
Tento vyvoj odrazi typicky pribéh fermentace kombuchy, kdy cukry kvasinkami prechazeji na

kyseliny a oxid uhli¢ity.

V obdobi 5.—7. dne byla chut’ vétSiny vzorkl charakterizovana vyssi kyselosti, siln€jsi perlivosti
a stabilnim nebo svézim aromatickym profilem. Dochédzi k intenzivni produkci kyselin
(zejména kyseliny octové, glukonové a mlécné), které se vyznamné podileji na chuti a vhimané
svézesti. Vzorky fermentované pii vyssi teplot¢ (VZ1-VZ4, 25 °C) mély obecné rychlejsi
nastup kyselosti a intenzivnéjsi perlivost nez ty fermentované pii nizsi teploté (VZ5-VZS,

21 °C), coz souvisi s vyssi aktivitou mikroorganismu pfi vyssich teplotach.
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V zavérecnych dnech fermentace (8.—13.) dosahovala kyselost vysokych hodnot, perlivost byla
vyrazna a aroma u vétSiny vzorki ustalené nebo svézi. Naptiklad u VZ6 a VZ7 byl senzoricky
profil hodnocen jako osvézujici, zatimco VZ8 mél sviravéjsi dochut’. Vzorky ze zeleného caje
(VZ1, VZ2,VZ7, VZ8) mély Casteji svézi a jemnéjsi aroma, zatimco vzorky z ¢erného caje
(VZ3-VZ6) mély plnéjsi, vyrazngjsi aroma a vyssi kyselost. Zeleny ¢aj tedy vedl spiSe k lehéim
a jemn¢j$im chutovym profiliim, zatimco ¢erny ¢aj poskytl robustnéjsi a kyselejsi charakter.
Rovnéz se ukazalo, ze zeleny ¢aj ma nizsi schopnost vytvaret perlivost ve srovnani s ¢ernym
cajem, coz miize souviset s odliSnym slozenim fenolickych latek a jejich fermentacnim

chovanim.

Celkové lze konstatovat, Ze senzorické vlastnosti se v pribéhu fermentace meénily
v ocekdvaném sméru — se zvySujici se kyselosti a perlivosti, coz souvisi s metabolickou
aktivitou mikroorganismi a tvorbou organickych kyselin. Typ €aje 1 teplota fermentace mély

prokazatelny vliv na intenzitu a charakter vysledného senzorického profilu napoje.

3.4 Zmény pH béhem fementace

V pribéhu fermentace byl pozorovan ocekévany pokles hodnot pH, ktery souvisi pfedev§im
s produkcei kyseliny octové a dalSich organickych kyselin mikroorganismy. Nejvetsi pokles
nastal bezprostiedné po ptidani startovaci kultury — u zelené¢ho c¢aje doslo k poklesu pH
z ptiblizné 6,5 na 3,8 a u cerného ¢aje z 6,7 rovnéz na hodnotu kolem 3,8 (viz obrazek 27 a 28).
Tento prudky pokles béhem prvniho dne je typicky a potvrzuje silnou acidifika¢ni schopnost

startéru.

Ve dnech nésledujicich probihal pokles pH pozvolnéji. U vzorkl ¢erného Caje (vz3—vz6) bylo
béhem prvniho tydne (do 7. dne fermentace) zaznamenano snizeni hodnot pH pftiblizné o 0,5

jednotky. V nasledujicich dnech pokracoval pokles pomaleji, a na konci fermentace (13. den)

R4

a vzs.

U zeleného cCaje (vz1, vz2, vz7, vz8) byl vyvoj pH podobny, avsak s mirn¢ vy$simi koncovymi

hodnotami. I zde doSlo k rychlému poklesu jiz po ptidani startéru, nasledovany pozvolnym

Cvwr

(2,9) bylo dosazeno u vzorku vzorku 7.
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Pokles pH v priibéhu fermentace u kombuchy z ¢erného
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Obrizek 27 Pokles pH v priibéhu fermentace u kombuchy z ¢erného ¢aje
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Obrazek 28 Pokles pH v priibéhu fermentace u kombuchy ze zeleného ¢aje

Tabulka 7 pH komer¢né dostupnych vzorki kombuchy

vzorek | K1 K2 K3 K4 KS K6 K7 K8 K9

pH 3,2 3.3 3,5 3,5 3,1 3,6 3.3 3.4 3,9

Pro doplnéni byla pH zméiena iu deviti komercnich vzorkti kombuchy. Hodnoty se pohybovaly

Cvwr

k5 (3,1), naopak nejvyssi byl vzorek k9 s hodnotou pH 3,9. Ve srovnani s domacimi vzorky
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byly komer¢ni kombuchy mirné méné kyselé, coz pravdépodobné souvisi s krat§i fermentaci
nebo cilenym fedénim hotového népoje. Vysledky potvrzuji, ze fermentace probéhla

u domécich vzorki Gispé$né a dosahla typickych hodnot pro hotovy népoj.

3.5 Identifikace katechinu

3.5.1 Studium separacnich podminek a jejich optimalizace

Pro ucely optimalizace HPLC analyzy byl pouzit vzorek zelené¢ho Caje, ktery byl pfipraven
extrakei ¢ajového sacku horkou vodou o teploté 100 °C po dobu 5 minut. Testovana byla diive
vyuzivana metoda pro analyzu zelené¢ho Caje [57], kterd musela byt z divodu potizeni nové
instrumentace upravena. Optimalizovan byl prub¢h gradientové eluce s cilem dosahnout kratké
separace pritomnych fenolickych latek v co nejkratsi Cas pfi co nejvyssim rozliSeni. Vysledny

gradientovy profil je popsan v experimentalni ¢asti prace.

Deprotonované molekuly byly monitorovany v rezimu SIM, piic¢emz kvantifikace probihala na
zakladé MRM piechodii optimalizovanych pro jednotlivé fenolické latky. Nasledné¢ byla
provedena identifikace slouc¢enin podle odpovidajicich standardti. Piehled vsech sledovanych

fenolickych latek je uveden v tabulce 8.

Tabulka 8 Poradi eluce fenolickych latek

C. | Fenolicka litka tr C. | Fenolicka latka tr
1 ] Kyselina galoylchinonova 0,37 | 13 | Kyselina 4-p-kumaroylchinonova | 1,65
2 | Kyselina galova 0,40 | 14 | Epikatechin-3-galat 2,85
3 | Galokatechin 0,43 | 15 | Katechin-3-galat 3,35
4 | Kyselina neochlorgenova 0,53 | 16 | Kaempferol-3-O- 3,79
galaktosylrutinosid
5 | Epigalokatechin 0,60 [ 17 | Kaempferol-3-O- 3,85
glukosylrutinosid
6 | Katechin 0,713 | 18 | Quercetin-3-O-glukosylrutinosid | 3.9
7 | Kyselina chlorgenova 0,87 |19 ] Isoquercitrin 3,95
8 | Kyselina kryptochlorgenova 1,01 20 ] Rutin 3,96
9 | Epigalokatechin-3-galat 1,09 | 21 | Kaempferol-3-O-galaktosid 4,14
10 | Kyselina5-p-kumaroylchinonova 1,20 ] 22 | Kaempferol-3-O-glukosid 423
11 | Epikatechin 1,47 | 23 | Kaempferol-3-O-rutinosid 4,24
12 | Galokatechin-3-galat 1,63
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3.5.2 Kbvantifikace vybranych fenolickych latek sv kombuSe pomoci metody
HPLC-MS/MS
Po optimalizaci ptechodi v rezimu MRM byl na zdklad¢ kalibracnich kiivek standardi
stanoven obsah fenolickych latek ve vzorcich kombuchy. Parametry kalibracnich kiivek byly
vyhodnoceny s vyuZitim statistického programu QC Expert (verze 3.3, Trilobyte). Na zaklad¢
testu vyznamnosti parametrii (t-test) na hladin€ vyznamnosti a = 0,05 byl pro vétSinu
stanovenych latek prok4zéan absolutni ¢len jako vyznamny. AvSak u EGCG, katechinu, rutinu
a ioquercitirinu byl absolutni ¢len vyhodnocen jako nevyznamny. Hodnoty parametr(i linedrni
regrese, smérnice a useku, spolu s jejich smérodatnymi odchylkami, hodnotami
pravdépodobnosti a koeficientem determinace jsou pro jednotlivé latky uvedeny v pfiiloze
v tabulce 17. V této tabulce jsou dale uvedeny meze detekce a stanovitelnosti, které byly

vypocteny z vySek piki jako trojnasobek a desetinasobek odstupu signalu od Sumu.

Obsah jednotlivych fenolickych latek byl ve vzorcich kombuchy sledovan béhem fermentace
v n¢kolika ¢asovych bodech po dobu 13 dnl. Koncentrace jednotlivych fenolickych latek
a jejich zmény v pribéhu fermentace jsou uvedeny v piiloze v tabulce 19 a koncentrace

fenolickych latek obsazenych v komercnich vzorcich jsou v tabulce 20.

V ramci kvantifikace bylo sledovano 23 fenolickych latek v pribéhu fermentace doméacich
vzorkl kombuchy a nésledné porovnano s deviti komeréné dostupnymi produkty. Nejvyssich
koncentraci napfi¢ celou fermentaci dosahoval epigalokatechin gallat (EGCGQG), ktery byl
dominantnim katechinem zejména v prvnich dnech. U né€kterych vlastnich vzorki ze zeleného
Caje presahovala jeho koncentrace 8 mg/l, ale s postupem fermentace mirné klesala,
pravdépodobné vlivem oxidace nebo mikrobidlni degradace. U komerénich vzorkl se
koncentrace EGCG vyrazn¢ lisila, zatimco nékteré obsahovaly jen nizké jednotky pg/l, jiné,
jako naptiklad vzorek K6, vykazovaly extrémné vysoké hodnoty, coz naznaCuje mozné

obohaceni extraktem nebo pouziti siln¢ koncentrovaného ¢ajového zékladu.

Podobny vyvoj byl patrny 1 u dalSich katechind, jako jsou EGC, EC nebo GCG. U domacich
vzorkd dochdzelo v ¢ase ke zméndm koncentraci, coZ odpovida biochemickym pfeméndm
béhem fermentace. Zatimco na zacatku byl profil relativné homogenni, s postupem casu se
vyrazné€ji zaCaly odliSovat vzorky ptipravené ze zelené¢ho a ¢erné¢ho Caje. Naptiklad u GCG
byly hodnoty u ¢erného c¢aje stabilnéjsi, zatimco u zeleného doslo ke znatelnéjSimu poklesu.

U komerc¢nich vzorkl byly tyto latky v nékterych ptipadech zastoupeny rovnéz ve vysokych
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koncentracich, v jinych byly spiSe na Grovni pozdni fermentace, coZ mize odrazet odliSné

zpracovani nebo recepturu.

Zajimavé hodnoty byly naméfeny u kyseliny chlorgenové a jejich izomert. Kombinace
chlorgenové a kryptochlorgenové kyseliny dosahovala ve vlastnich vzorcich, zejména
u cerného Caje, stabiln¢ vysokych koncentraci nad 800 pg/l. U komerénich vzorkt byly rozdily
vyrazn€j$i — zatimco nekteré se pohybovaly v rozmezi hodnot béznych u domacich vzorkd,
jiné, jako vzorek K9, dosahovaly az trojnasobnych koncentraci. Tento vykyv mlze souviset

s pouzitim jiné¢ho druhu suroviny nebo piidanim extraktu ¢aje do vysledného napoje.

Rutin, stejné jako ostatni flavonolové glykosidy, byl ve vlastnich vzorcich vyrazné zastoupen,
a to po celou dobu fermentace. Jeho koncentrace ¢asto pfesahovala 5 mg/1, obzvlasté v ¢ernych
¢ajich.. V komerc¢nich vzorcich byl naopak patrny Siroky rozptyl, od hodnot v fadu desetin mg/1
az po vice nez 3,5 mg/l, coz mize byt ovlivnéno nejen vybérem caje, ale také technologickym

zpracovanim ¢i pfitomnosti jinych bylinnych slozek.

Dalsi latkou s dynamickym vyvojem byla kyselina gallova. U domacich vzorkt jeji koncentrace
postupné rostla, coz miize byt zpusobeno hydrolyzou gallovych esteri béhem fermentace.
U nckterych komercnich vzorkl ale byly zjistény velmi vysoké hodnoty uz v ,,hotovém™
napoji, napt. pres 2,1 mg/l, coZ miize naznacovat jeji pfidavek jakoZto pfirodni antioxidant nebo

stabilizator.

Celkové lze fici, Ze domaci vzorky vykazovaly pfirozeny vyvoj fenolickych latek, zpravidla
vy$si koncentrace nativnich katechinli na pocatku fermentace, nasledovany jejich postupnym
poklesem a soucasnym naruastem nekterych stabilnéjSich derivati. Komercni produkty byly
z hlediska fenolického slozeni zna¢né variabilni, n¢které byly velmi bohaté na antioxidanty,
jiné meély profil blizky pozdni fazi fermentace nebo naopak zcela netypicky. Tyto rozdily

mohou byt vysledkem riznych surovin, délky fermentace, obohaceni extrakty nebo vyrobni
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4 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo komplexné zhodnotit chemické, senzorické a vizualni
vlastnosti fermentovaného napoje kombucha ptipravené¢ho ze zeleného a cerné¢ho caje. Pro
splnéni tohoto cile byly provedeny laboratorni experimenty zahrnujici spektrofotometrické
stanoveni antioxidacni aktivity (ABTS, FRAP, DPPH, TPC a TFC), analyzu obsahu
fenolickych latek metodou HPLC/MS, sledovani zmén pH béhem fermentace, barevnosti
pomoci systému CIELab*, a senzorické hodnoceni chuti, viin€ a perlivosti v jednotlivych dnech
fermentace. Vysledky byly nésledné porovnany s vybranymi komeréné dostupnymi vzorky

kombuchy.

Vysledky spektrofotometrickych metod potvrdily vyraznou antioxidacni aktivitu vSech
analyzovanych vzorktl, pfi¢emz nejvyssi hodnoty byly zaznamendny pfiblizné¢ v poloviné
fermentace, coz odpovidd fazi optimalniho mikrobidlniho metabolismu. Hodnoty stanovené
metodami ABTS, FRAP a DPPH navzijem korelovaly a podpoftily celkovy obraz
antioxidacniho potencidlu néapoje. Metodou HPLC/MS bylo kvantitativné stanoveno 23
fenolickych latek, mezi nimiz byly zastoupeny jak jednoduché fenolické kyseliny (napf.
kyselina gallova, chlorgenova ¢i p-kumaroylchinonova), tak 1 komplexnéjsi flavonoidy jako
katechin, epikatechin, epigalokatechin a jejich galaty, galokatechin, rutin ¢i rizné glykosidy
kaempferolu a quercetinu. Vzorky kombuchy ptipravené ze zelen¢ho Caje vykazovaly vyssi
koncentrace katechinovych derivatl, zatimco v c¢erném ¢aji dominovaly nékteré
transformované latky jako epikatechin ¢i kyselina kryptochlorgenova. Béhem fermentace
dochdézelo k vyraznym zmé&nam v koncentraci vétsiny téchto latek — nékteré fenolické kyseliny
vykazovaly narist v disledku mikrobidlni degradace komplexnéj$ich struktur, zatimco
koncentrace nékterych flavonoidi postupné klesala vlivem jejich pfemény. Zjisténé rozdily
potvrzuji, ze slozeni ¢ajového zakladu, délka fermentace a typ fermentacni kultury zasadné

ovliviiuji vysledny profil bioaktivnich latek v kombuse.

Hodnoty pH postupn¢ klesaly v zavislosti na délce fermentace, pficemz nejprudsi pokles byl
zaznamenan v prvnich péti dnech, kdy doslo k premén¢ sacharidl na organické kyseliny. Tento
pokles pH uzce souvisel s vyvojem senzorickych vlastnosti ndpoje. Barevnost vzorki se rovnéz
meénila — nejvyraznéji u vzorkli z ¢erného Caje, kde se barevny odstin postupné posouval
smérem k tmav¢jSim tonim. Vzorky ze zeleného ¢aje si naopak uchovaly svétlejsi, zelenozluty
odstin. Vypocty AE ukazaly, Ze rozdily v barevnosti jsou pro bézného konzumenta vnimatelné,

a mohou tedy hrat roli pfi posuzovani vizualni kvality napoje.
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Senzorické hodnoceni potvrdilo, ze chutové vlastnosti kombuchy se vyrazné¢ méni bé¢hem
fermentace. Na pocatku prevladala sladkost, ktera pozdé€ji ustoupila vyraznéjsi kyselosti,
doprovazené rostouci perlivosti. U nékterych vzorkli byla dochut' hodnocena jako svézi
a vyvazena, u jinych se objevovala mirna sviravost. Mezi vzorky pfipravenymi ze zelené¢ho
a cerné¢ho caje byly patrné rozdily v aroma 1 v celkovém chutovém profilu. Porovnani
s komer¢nimi vzorky kombuchy ukazalo, Ze vlastnoru¢né pripravené napoje Casto vykazovaly
vys$i antioxidacni aktivitu, komplexnéjsi profil polyfenolickych latek a vyraznéjsi senzorické
vlastnosti. Naopak komeréni vzorky mély nizsi perlivost a Casto vyssi sladkost, coz miize

souviset s Upravou produktl pro $irsi spotiebitelskou zakladnu.

Z vysledkt prace vyplyva, Zze domaci fermentace kombuchy umoziiuje ovlivnit finalni
vlastnosti napoje a dosdhnout vyssi nutriéni i senzorické kvality nez u nékterych komercné
dostupnych produktii. Zaroven byla potvrzena uziteCnost kombinace riznych analytickych
metod pii hodnoceni funkénich napoji. Prace muze slouzit jako zaklad pro dalsi vyzkum
zaméieny na optimalizaci fermenta¢nich podminek a jejich vliv na bioaktivni slozky napoji

pfipravovanych z riznych druht caje.
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6.2 Tabulky

Tabulka 9 Monitorovani poklesu pH v prabéhu kvaseni vlastnich vzorku

¢aj ‘ 0.den ‘ 1.den ‘ 2.den ‘ 3.den ‘ 4.den ‘ 5.den | 7.den ‘ 8.den ‘ 9.den ‘ 10.den ‘ 13.den

vzorek pH

vzl 6,5 | 3,8 3,7 3,6 3,5 3,3 3,3 3.3 3,3 3,2 3,2 3,1

vz2 6,5 3,8 3,5 3,5 33 33 33 3,2 3,2 3,1 3,2 3,1

vz3 6,7 3,8 3,5 3,6 3,4 3,4 3,4 3,3 33 33 3,3 3,3

vz4 6,7 3,8 3,6 3,6 3,5 3,4 3,2 3,1 3,0 2,8 2,8 2,8

vz5 6,7 | 3,8 3,5 3,5 3,3 3,2 3,0 3,1 3,0 3,0 2,9 2,8

vz6 6,7 | 3,8 3,5 3,5 3,4 3,4 3,3 33 3,2 3,2 3,2 2,9

vz7 6,5 | 3,8 3,5 34 3.4 3,2 3.3 3,2 3,2 3,1 3,1 2,9

vz8 6,5 3,8 3,6 3,5 3,5 3,5 34 33 33 3,1 3,1 3,0

Tabulka 11 uvadi optimalizované parametry pro kvantitativni analyzu fenolickych latek.
Obsahuje retencni cas (t,), MRM ptechod (prekurzorovy/produktovy iont), deklastraéni
potencidl (DP), kolizni energii (CE) a vystupni potencidl kolizni cely (CXP).

Tabulka 10 MRM prechody 23 monitorovanych fenolickcych latek

C. | Fenolicka latka tn MRM | DP (V) |CE (V)| CXP
(min) | prechod V)
1 | Kyselina galoylchinonova 0,37 | 343/191 -75 -28 -7
2 | Kyselina galova 0,40 | 169/125 -45 -22 -10
3 | Galokatechin 0,43 | 305/125 -95 -30 -9
4 | Kyselina neochlorgenova 0,53 | 353/179 -75 -28 -5
5 | Epigalokatechin 0,60 | 305/125 -95 -30 -9
6 | Katechin 0,713 | 289/245 -105 -22 -9
7 | Kyselina chlorgenova 0,87 | 353/191 -75 -26 -7
8 | Kyselina kryptochlorgenova 1,01 | 353/173 -90 -24 -7
9 | Epigalokatechin-3-galat 1,09 | 457/169 -95 -24 -5
10 | Kyselina 5-p-kumaroylchinonova 1,20 | 337/173 -55 -20 -15
11 | Epikatechin 1,47 | 289/245 -105 -22 -9
12 | Galokatechin-3-gallat 1,63 | 457/169 -95 -24 -5
13 | Kyselina 4-p-kumaroylchinonova 1,65 | 337/173 -55 -20 -15
14 | Epikatechin-3-galat 2,85 | 441/169 -100 -28 -5
15 | Katechin-3-galat 3,35 | 441/169 -100 -28 -5
16 | Kaempferol-3-O-galaktosylrutinosid | 3,79 | 755/285 -185 -52 -9
17 | Kaempferol-3-O-glukosylrutinosid 3,85 | 755/285 -185 -52 -9
18 | Quercetin-3-O-glukosylrutinosid 3,9 | 771/300 -195 -62 -7
19 | Isoquercitrin 3,95 | 463/300 -135 -38 -9
20 | Rutin 3,96 | 609/300 -165 -50 -11
21 | Kaempferol-3-O-galaktosid 4,14 | 447/285 -120 -38 -9
22 | Kaempferol-3-O-glukosid 4,23 | 447/285 -120 -38 -9
23 | Kaempferol-3-O-rutinosid 4,24 | 593/285 -160 -44 -9
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Tabulka 11 Primérné hodnoty TEAC a SD vzorki kombuchy- metoda DPPH

¢ajovy nalev 0.den 1.den 2.den
oznaceni | TEAC TEA
(mmol/g) SD (mmol?g) SD (iiﬁﬁg) SD (iiﬁl?g) SD
vz 1 0,295 0,011 0,414 0,008 0,421 0,011 0,441 0,012
vz 2 0,295 0,011 0,414 0,008 0,419 0,010 0,437 0,007
vz 3 0,371 0,011 0,459 0,009 0,435 0,012 0,398 0,008
vz 4 0,371 0,011 0,459 0,009 0,423 0,008 0,458 0,009
vz 5 0,371 0,011 0,459 0,009 0,444 0,008 0,472 0,005
vz 6 0,371 0,011 0,459 0,009 0,428 0,005 0,450 0,011
vz 7 0,295 0,011 0,414 0,008 0,421 0,008 0,461 0,009
vz 8 0,295 0,011 0,414 0,008 0,426 0,005 0,438 0,007
3.den 4.den 5.den 7.den
oznaceni | TEAC TEAC
(mmol/g) SD (mmol/g) SD (iiﬁl(fg) SD (iiﬁl(/:g) SD
vz 1 0,419 0,012 0,401 0,014 0,373 0,012 0,378 0,013
vz 2 0,422 0,008 0,411 0,011 0,369 0,013 0,383 0,014
vz 3 0,415 0,013 0,435 0,002 0,405 0,006 0,413 0,007
vz 4 0,432 0,007 0,436 0,007 0,398 0,005 0,415 0,011
vz 5 0,440 0,009 0,444 0,012 0,391 0,007 0,379 0,011
vz 6 0,441 0,007 0,468 0,011 0,404 0,002 0,376 0,007
vz 7 0,434 0,007 0,448 0,012 0,415 0,009 0,396 0,005
vz 8 0,436 0,014 0,371 0,004 0,411 0,009 0,365 0,007
8.den 9.den 10.den 13.den
oznaceni | TEAC TEA
(mmol/g) SD (mmol?g) SD (nrl;ll;:l‘:l?g) SD (iiﬁl?g) SD
vz 1 0,346 0,005 0,376 0,011 0,370 0,011 0,312 0,010
vz 2 0,351 0,012 0,389 0,007 0,408 0,006 0,307 0,010
vz 3 0,400 0,007 0,404 0,012 0,408 0,008 0,395 0,010
vz 4 0,375 0,003 0,392 0,013 0,420 0,005 0,344 0,007
vz 5 0,386 0,010 0,410 0,010 0,333 0,009 0,364 0,009
vz 6 0,418 0,006 0,439 0,009 0,347 0,005 0,385 0,010
vz 7 0,381 0,010 0,422 0,006 0,297 0,004 0,423 0,009
vz 8 0,390 0,005 0,398 0,010 0,287 0,009 0,426 0,010
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Tabulka 12 Primérné hodnoty TEAC a SD vzorki kombuchy- metoda ABTS

¢ajovy nalev 0.den 1.den 2.den
znaceni
T ot | | ot | 5 | mmote) | 5P | omote) | P
vz 1 0,370 0,020 0,517 0,015 0,491 0,007 0,556 0,023
vz 2 0,370 0,020 0,517 0,015 0,476 0,017 0,485 0,015
vz 3 0,491 0,049 0,585 0,037 0,590 0,023 0,496 0,011
vz 4 0,491 0,049 0,585 0,037 0,602 0,027 0,598 0,020
vz 5 0,491 0,049 0,585 0,037 0,601 0,026 0,603 0,010
vz 6 0,491 0,049 0,585 0,037 0,564 0,027 0,599 0,018
vz 7 0,370 0,020 0,517 0,015 0,504 0,030 0,552 0,016
vz 8 0,370 0,020 0,517 0,015 0,504 0,020 0,503 0,006
3.den 4.den 5.den 7.den
oznaceni
mmove) | 5 | mmove) | 5 | mmote) | 5 | mmolip) |
vz 1 0,473 0,010 0,511 0,039 0,486 0,017 0,498 0,010
vz 2 0,461 0,025 0,495 0,045 0,473 0,021 0,494 0,020
vz 3 0,535 0,008 0,580 0,019 0,544 0,021 0,562 0,025
vz 4 0,521 0,018 0,576 0,031 0,563 0,018 0,550 0,016
vz 5 0,609 0,019 0,632 0,007 0,578 0,014 0,554 0,013
vz 6 0,616 0,010 0,637 0,022 0,594 0,021 0,551 0,008
vz 7 0,568 0,022 0,584 0,034 0,517 0,020 0,529 0,018
vz 8 0,554 0,017 0,577 0,022 0,496 0,014 0,513 0,023
8.den 9.den 10.den 13.den
oznaceni
mmote) | P | mmot | 5 | comove) | P | (mmotg | S
vz 1 0,453 0,013 0,423 0,007 0,388 0,024 0,363 0,025
vz 2 0,452 0,019 0,426 0,023 0,438 0,028 0,316 0,007
vz 3 0,512 0,020 0,489 0,011 0,523 0,009 0,489 0,011
vz 4 0,516 0,024 0,464 0,018 0,481 0,008 0,363 0,013
vz 5 0,534 0,022 0,517 0,009 0,415 0,005 0,405 0,015
vz 6 0,584 0,032 0,543 0,014 0,418 0,020 0,467 0,012
vz 7 0,470 0,025 0,485 0,009 0,310 0,016 0,469 0,012
vz 8 0,524 0,015 0,432 0,021 0,388 0,021 0,444 0,003
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Tabulka 13 Pramérné hodnoty obsahu fenolickych latek a SD kombuchy- metoda stanoveni TPC

¢ajovy nalev 0.den 1.den 2.den
oznaceni c D ¢ c c
mge) | 20 | gy | O | mee | P | gy | P
vz 1 8,384 0,194 | 11,230 | 0,185 | 10,857 | 0,194 | 11,113 | 0,188
vz 2 8,384 0,194 | 11,230 | 0,185 | 11,158 | 0,170 | 11,276 | 0,117
vz 3 11,299 | 0,279 | 13,707 | 0,192 | 13,549 | 0,310 | 11,228 | 0,269
vz 4 11,299 | 0,279 | 13,707 | 0,192 | 13,736 | 0,227 | 13,690 | 0,154
vz 5 11,299 | 0,279 | 13,707 | 0,192 | 14,340 | 0,222 | 13,917 | 0,104
vz 6 11,299 | 0,279 | 13,707 | 0,192 | 13,923 | 0,136 | 13,896 | 0,114
vz 7 8,384 0,194 | 11,230 | 0,185 | 12,458 | 0,166 | 12,521 | 0,134
vz 8 8,384 0,194 | 11,230 | 0,185 | 12,020 | 0,211 | 11,817 | 0,183
3.den 4.den S.den 7.den
oznaceni ¢ SD ¢ SD c SD c SD
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
vz 1 10,652 | 0,072 | 11,603 | 0,082 | 10,340 | 0,188 | 11,023 | 0,145
vz 2 11,442 | 0,199 | 11,881 | 0,107 | 10,642 | 0,077 | 11,062 | 0,141
vz 3 12,337 | 0,113 | 13,330 | 0,141 | 12,352 | 0,255 | 12,785 | 0,081
vz 4 12,694 | 0,385 | 14,753 | 0,330 | 13,421 | 0,299 | 13,507 | 0,156
vz 5 14,284 | 0,291 | 14,571 | 0,103 | 13,421 | 0,134 | 13,245 | 0,211
vZ 6 14,183 | 0,151 | 14,359 | 0,213 | 13,750 | 0,288 | 13,660 | 0,184
vz 7 13,198 | 0,142 | 13,208 | 0,166 | 12,414 | 0,241 | 12,355 | 0,065
vz 8 12,488 | 0,114 | 12,757 | 0,175 | 11,954 | 0,198 | 11,926 | 0,115
8.den 9.den 10.den 13.den
oznaceni c SD c SD c SD c SD
(mg/g) (mg/g) (mg/g) (mg/g)
vz 1 10,578 | 0,135 | 10,471 | 0,167 9,829 0,230 8,571 0,297
vz 2 10,990 | 0,131 | 10,713 | 0,140 | 11,250 | 0,109 8,248 0,141
vz 3 12,351 | 0,188 | 12,078 | 0,240 | 12,760 | 0,252 | 12,464 | 0,345
vz 4 12,684 | 0,324 | 12,320 | 0,192 | 12,990 | 0,239 | 10,287 | 0,252
vz 5 13,730 | 0,139 | 13,355 | 0,246 | 10,526 | 0,372 | 12,776 | 0,709
vz 6 14,619 | 0,229 | 14,573 | 0,358 | 10,995 | 0,168 | 13,845 | 0,083
vz 7 12,917 | 0,139 | 12,873 | 0,094 9,081 0,193 | 13,769 | 0,162
vz 8 12,570 | 0,143 | 11,297 | 0,118 9,861 0,581 | 13,632 | 0,209
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Tabulka 14 Primérné hodnoty TEAC a SD vzorki kombuchy- metoda FRAP

¢ajovy nalev 0.den 1.den 2.den
oznaceni | TEAC TEAC TEAC TEAC
(mmol/g) SD (mmol/g) SD (mmol/g) SD (mmol/g) SD
vz 1 0,3314 | 0,0049 | 0,6580 |0,0211 | 0,5911 | 0,0105| 0,6664 | 0,0123
vz 2 0,3314 | 0,0049 | 0,6580 |0,0211 | 0,6013 | 0,0108 | 0,6400 | 0,0255
vz 3 0,3961 | 0,0187 | 0,6642 |0,0100 | 0,6159 | 0,0203 | 0,5858 | 0,0061
vz 4 0,3961 | 0,0187 | 0,6642 |0,0100 | 0,6309 | 0,0015| 0,7040 | 0,0231
vz 5 0,3961 | 0,0187 | 0,6642 |0,0100 | 0,6910 | 0,0022 | 0,6984 | 0,0236
vz 6 0,3961 | 0,0187 | 0,6642 |0,0100 | 0,6386 | 0,0029 | 0,6895 | 0,0210
vz 7 0,3314 | 0,0049 | 0,6580 |0,0211 | 0,6856 | 0,0067 | 0,6611 | 0,0096
vz 8 0,3314 | 0,0049 | 0,6580 |0,0211 | 0,7197 |0,0142 | 0,5671 | 0,0166
3.den 4.den 5.den 7.den
oznaeni | TEAC TEAC TEAC TEAC
(mmol/g) SD (mmol/g) SD (mmol/g) SD (mmol/g) SD
vz 1 0,6063 | 0,0241 | 0,6497 | 0,0166 | 0,6552 | 0,0087 | 0,7476 | 0,0067
vz 2 0,6512 | 0,0225 | 0,6983 |0,0116 | 0,6583 | 0,0136 | 0,7486 | 0,0160
vz 3 0,5807 | 0,0058 | 0,6479 | 0,0304 | 0,6529 | 0,0097 | 0,6899 | 0,0062
vz 4 0,5846 | 0,0258 | 0,7133 | 0,0280 | 0,6544 | 0,0059 | 0,7400 | 0,0294
vz 5 0,6372 | 0,0016 | 0,7479 |0,0248 | 0,7175 | 0,0132 | 0,6838 | 0,0067
vz 6 0,6395 |0,0169 | 0,7204 |0,0212 | 0,7635 | 0,0239 | 0,6984 | 0,0273
vz 7 0,7255 |0,0119 | 0,7553 |0,0215| 0,7904 | 0,0119 | 0,7527 | 0,0218
vz 8 0,6742 | 0,0194 | 0,7811 |0,0160 | 0,7976 | 0,0177 | 0,7203 | 0,0182
8.den 9.den 10.den 13.den
oznaceni | TEAC TEAC TEAC TEAC
(mmol/g) SD (mmol/g) SD (mmol/g) SD (mmol/g) SD
vz 1 0,6334 | 0,0024 | 0,6464 |0,0133 | 0,6659 |0,0124 | 0,6120 | 0,0076
vz 2 0,6695 | 0,0048 | 0,6732 |0,0245| 0,7748 | 0,0289 | 0,6537 | 0,0114
vz 3 0,6444 | 0,0197 | 0,6224 |0,0119 | 0,7127 | 0,0187 | 0,6680 | 0,0123
vz 4 0,6223 | 0,0043 | 0,6715 |0,0111 | 0,6836 | 0,0080 | 0,6465 | 0,0162
vz 5 0,6948 | 0,0077 | 0,7047 | 0,0094 | 0,7956 | 0,0235 | 0,7846 | 0,0092
vz 6 0,7001 | 0,0129 | 0,7628 | 0,0156 | 0,7127 | 0,0221 | 0,9101 | 0,0095
vz 7 0,7246 | 0,0134 | 0,7922 | 0,0088 | 0,8945 | 0,0181 | 0,8216 | 0,0276
vz 8 0,6996 | 0,0115| 0,7238 |0,0270 | 0,7836 | 0,0112 | 0,8507 | 0,0213
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Tabulka 15 Primérné hodnoty obsahu flavonoidii a SD kombuchy- metoda stanoveni TFC s octanem

¢ajovy nalev 0.den l.den 2.den
oznacenl C C C C
mgg | P | mgy | ® | gy | P | mgy | P
vz 1 13,456 | 0,194 8,829 0,194 7,901 0,264 8,048 0,305
vz 2 13,456 | 0,194 8,829 0,194 8,435 0,192 8,652 0,357
vz 3 20,940 | 0,373 | 15,226 | 0,206 | 15,480 | 0,287 | 12,564 | 0,176
vz 4 20,940 | 0,373 | 15,226 | 0,206 | 15480 | 0,187 | 15,496 | 0,166
vz 5 20,940 | 0,373 | 15,226 | 0,206 | 16,119 | 0,177 | 16,014 | 0,317
vZ 6 20,940 | 0,373 | 15,226 | 0,206 | 14,899 | 0,242 | 14,864 | 0,251
vz 7 13,456 | 0,194 8,829 0,194 9,733 0,088 | 10,013 | 0,231
vz 8 13,456 | 0,194 8,829 0,194 9,275 0,268 8,955 0,315
3.den 4.den 5.den 7.den
oznaceni ¢ ¢ ¢ ¢
mgg | S® gy | P | gy | P | gy | P
vz 1 8,564 0,156 8,328 0,299 8,461 0,042 8,154 0,126
vz 2 9,237 0,150 8,846 0,323 7,802 0,296 8,154 0,042
vz 3 13,460 | 0,118 | 14,448 | 0,258 | 14,130 | 0,129 | 14,147 | 0,032
vz 4 13,460 | 0,269 | 14,898 | 0,298 | 14,297 | 0,161 | 14,422 | 0,146
vz 5 16,533 | 0,171 | 15,180 | 0,394 | 15,301 | 0,196 | 17,235 | 0,304
vZ 6 15,395 | 0,118 | 15,067 | 0,142 | 15,189 | 0,243 | 15,415 | 0,276
vz 7 10,135 | 0,043 9,956 0,267 9,779 0,152 | 10,909 | 0,167
vz 8 9,611 0,229 9,882 0,299 9,413 0,147 9,386 0,377
8.den 9.den 10.den 13.den
oznaceni ¢ ¢ ¢ ¢
(mg/g) 5D (mg/g) 5D (mg/g) 5D (mg/g) 5D
vz 1 7,709 0,271 7,981 0,205 7,333 0,226 6,419 1,692
vz 2 7,996 0,395 8,194 0,071 8,105 0,107 6,419 1,569
vz 3 13,505 | 0,363 | 13,630 | 0,174 | 13,695 | 0,092 | 13,122 | 0,784
vz 4 13,723 | 0,289 | 13,738 | 0,165 | 13,588 | 0,082 | 11,274 | 0,983
vz 5 15,524 | 0,745 | 15,141 | 0,082 | 12,414 | 1,416 | 13914 | 1,188
vZ 6 15,742 | 0,114 | 16,275 | 0,378 | 11,933 | 0,548 | 12,383 | 1,298
vz 7 9,645 0,149 | 10,038 | 0,148 7,613 1,027 | 10,236 | 0,472
vz 8 9,215 0,354 8,690 0,179 7,754 1,460 | 10,167 | 0,106

69



Tabulka 16 Pramérné hodnoty obsahu flavonoidii a SD kombuchy- metoda stanoveni TFC s NaOH

¢ajovy nalev 0.den 1.den 2.den
oznacenl C C C C
mgg | S° | gy | P | mgy | S° | gy | P
vz 1 17,488 | 0,283 | 16,536 | 0,235 | 17,851 | 0,269 | 16,738 | 0,204
vz 2 17,488 | 0,283 | 16,536 | 0,235 | 15,025 | 0,206 | 14,074 | 0,277
vz 3 19,626 | 0,329 | 19,824 | 0,215 | 17,680 | 0,205 | 18,110 | 0,155
vz 4 19,626 | 0,329 | 19,824 | 0,215 | 16,246 | 0,313 16,082 | 0,203
vz 5 19,626 | 0,329 | 19,824 | 0,215 | 16,758 | 0,213 16,690 | 0,117
vz 6 19,626 | 0,329 | 19,824 | 0,215 | 16,041 | 0,177 | 16,792 | 0,101
vz 7 17,488 | 0,283 | 16,536 | 0,235 | 14,352 | 0,233 14,607 | 0,204
vz 8 17,488 | 0,283 | 16,536 | 0,235 | 16,236 | 0,155 | 15,006 | 0,154
3.den 4.den 5.den 7.den
oznacenl C (o C C
mgrg) | 5P | mgg) | P | mg) | P | (mgy | P
vz 1 14,458 | 0,349 | 16,005 | 0,856 | 14,289 | 0,325 | 12,605 | 0,369
vz 2 14,326 | 0,349 | 16,005 | 0,131 14,030 | 0,258 | 13,244 | 0,221
vz 3 18,025 | 0,265 15952 | 0,860 | 15,590 | 0,150 | 15,620 | 0,717
vz 4 19,631 | 0,201 16,747 | 0,207 | 11,266 | 0,098 | 14,453 | 0,313
vz 5 17,022 | 0,323 17,343 | 0,099 | 10,283 | 0,300 | 17,079 | 0,245
vz 6 19,029 | 0,380 | 16,846 | 0,207 | 13,624 | 0,491 17,468 | 0,486
vz 7 16,963 | 0,201 15,092 | 0,399 | 14,676 | 0,342 | 18,356 | 0,256
vz 8 17,754 | 0,403 | 14,831 | 0,131 13,643 | 0,197 | 17,333 | 0,148
8.den 9.den 10.den 13.den
oznacenl C C C C
mgr) | P | gy | 5P | mgp | 5P | (mgrp | SP
vz 1 16,011 | 0,193 14,463 | 0,315 13,687 | 0,311 | 20,144 | 0,393
vz 2 15,884 | 0,263 14,588 | 0,125 13,440 | 0,124 | 19,655 | 0,122
vz 3 15,165 | 0,111 15,002 | 0,110 | 16,251 | 0,392 | 14,769 | 0,142
vz 4 15,743 | 0,294 | 15,193 | 0,436 | 15,310 | 0,237 | 18,028 | 0,420
vz 5 17,089 | 0,242 | 15,859 | 0,095 16,440 | 0,109 | 19,145 | 0,469
vz 6 17,571 | 0,444 | 18,048 | 0,198 18,605 | 0,249 | 18,773 | 0,246
vz 7 15,126 | 0,406 | 14963 | 0,144 | 21,976 | 0,143 16,840 | 0,393
vz 8 15,758 | 0,193 16,839 | 0,402 | 21,976 | 0,327 | 17,452 | 0,187
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Tabulka 17 Standardy- parametry kalibra¢ni krivky, koeficient determinace (R2), meze detekce (LOD) a
meze stanovitelnosti (LOQ)

Standard Smérnice Usek R? LOD LOQ
(ng/ml) | (ng/ml)
Kyselina galova 499839 + 24,11 54846,18 = 854539 | 0,9997 | 0,596 1,99
Katechin 503,77 + 3.45 N, p=0,851 09992 | 411 13.7
Kyselina 2019,83 + 8,27 908,29 + 365,85 | 09996 | 3.83 12.8
chlorogenova
Epigalokatechin- 830,35 = 2,80 N,p=0,162 | 0,9998 | 1,35 4,51
3-galat
Epikatechin 56523+ 1,11 _1881,66 £ 764.84 | 0,9999 | 3.10 103
Isoquercitrin 1337.59 £ 9,55 N, p = 0,509 09988 | 1,02 3.41
Rutin 812,16 + 1,61 N, p=0,176 0,9999 | 0,773 2.58
Kaempferol-3-O- 1116.56 = 4,36 893232+ 1514,74 | 09996 | 0591 | 197
rutinosid
Kaempferol-3-O- 1441,57 + 4,60 1245839 = 1804.29 | 0,9998 | 0,629 2,10
glukosid

* N=tisek nevyznamny, P=pravdépodobnost (hladina vyznamnosti a=0,05)

Tabulka 18 Kvantitativni zastoupeni fenolickych latek v ¢ajovych nalevech a po pridani startéru (0. den

fermentace)
0. den fermentace Cajovy nalev
Latka ¢ ZC <D ¢ CC <D ¢ ZC <D C CC SD
g/l g/l [pg/] g/l
EGC 48774 | 12,5 1290,4 6,3 20 0,2 887,9 12,5
GC 14282 | 9.8 2412 7 18,8 0,2 258,1 112
EGCG 8538,5 17 21738 255 722 0,9 17402 8,5
GCG 3269,7 | 255 713 8,5 180 0,9 672 8,5
CG 738,2 17 4215 0 106,8 0,7 376,3 94
ECG
C 2838,6 0 1078,9 42 914,1 14 1112,6 14
EC 58682 | 62,5 16283 13 1683, 3,8 18964 | 75,1
K. chlorgenova + 1, 5 2,5 868.,4 3,5 43,8 0,2 670,4 3,5
kryptochlorgenova
K. neochlorgenova 33,8 0,5 502,1 3,5 17,2 0 403,5 4.9
Rutin 4112,5 | 24,6 | 5343,8 36,9 2992,0 | 18,5 | 4666,6 | 554
Isogercitin 287,6 3,7 1299.5 21,1 197,5 2,1 1011,6 37
K. gallova 165,6 7,2 676,2 15,6 223 0,7 383,2 0
K-3-O-rutinosid 5146 3.2 27102 443 424.6 7,6 22713 57
K-3-O-glukosid 118,3 1 1496,7 58,9 92,3 2,5 12955 | 392
Q-3-O-glukosylrut. = ;35 ¢ | ) 5 149.6 0 659,2 2,5 2253 7
+ K-3-O-galakt. rut. ’ ’ ’ ’ ’ ’
K. S.p-kum. 23,7 1,6 154,6 0,1 19,3 0,1 136,1 0,8
Chinova
K. 4.p-kum. 66,9 2,8 5242 7,1 66,8 0,4 476,2 12,7
Chinova
K.galoylchinovi 32,5 1 181,5 2 2.8 0,1 1242 1
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Tabulka 19 Kvantitativni zastoupeni fenolickych latek ve vlastnich vzorcich kombuchy v pribéhu fermentace

Den fermentace

i vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8

Latka ¢ [pg/ SD |cingll | SD |ciugll | SD |cugll | SD |cngl] | SD | clugl] | SD | clngl] | SD |c[ugl] | SD

EGC 52578 | 150,1 | 5080,9 | 50,0 | 14974 | 163 | 13284 | 450 | 1311,6 | 8,8 | 16142 | 63 | 4399,7 | 12,5 | 4152,1 | 1126

GC 1566,2 19,7 | 16982 | 154 | 302,7 | 12,6 | 2829 | 154 | 2590 | 7,0 | 329,5 | 11,2 | 1368,7 | 18,2 | 14094 | 11,2

EGCG 8074,9 59,6 | 7689,5 | 144.8 | 2179.8 | 17,0 | 2095,5 | 102,2 | 2179,8 | 85,2 | 2221,9 | 42,6 | 7472,7 | 25,5 | 7532,9 | 1277

GCG 2956,6 50,6 | 29325 | 85 | 6419 | 34 | 6160 | 09 | 6244 |11,1| 6756 | 68 | 27458 | 68,1 | 27458 | 1363

CcG 626,2 8,5 652,1 | 2,6 | 3402 | 7,7 | 3619 | 43 | 3324 | 1,7 | 3432 | 51 | 6256 | 60 | 6786 2,6

ECG 2145 212 | 2125 | 7,0 | 1495 | 212 | 1540 | 14,0 | 1595 | 7.1 | 1505 |212 | 2170 | 70,7 | 2280 56,6

C 2947,8 140 | 28882 | 70,2 | 11057 | 2,8 | 1057,0 | 42 | 10918 | 112 | 11682 | 1.4 | 2659,9 | 56,1 | 2729.4 | 14,0

EC 5567,4 37,5 | 5363,9 | 1251 | 16743 | 3,8 | 1564,6 | 188 | 1567,3 | 2,5 | 17062 | 3.8 | 51251 | 12,5 | 51251 | 1126
Il((‘r ;gi‘(’; %l‘l’(‘)‘;’gvj‘n:vlz 103,0 1.4 1028 | 1,1 | 8189 | 3,5 | 8140 | 175 | 861,0 | 140 | 8214 | 00 | 1706 | 04 | 1503 25
K. neochlorgenovi 37,9 0,3 39,1 1,3 | 5045 | 7.0 | 5318 | 175 | 556,5 | 3,5 | 5144 | 70 | 8.0 | 32 | 671 1,8
Rutin 3829,3 522 | 39709 | 43,5 | 51653 | 87 | 5177,6 | 958 | 5306,9 | 52,2 | 51345 | 52,2 | 40756 | 174 | 39894 | 174
Isogercitin 2532 0,5 2573 | 2,1 | 11686 | 264 | 1168,6 | 159 | 1254,6 | 21,1 | 1176,1 | 264 | 317,1 | 2,1 | 3104 42
K. gallové 224,1 1,4 2451 | 2.8 | 7663 | 7.1 | 8643 | 7,1 | 8533 | 85 | 7833 | 14,1 | 2871 | 57 | 253, 5,7
K-3-O-rutinosid 540,6 133 | 5276 | 89 | 27012 | 44,3 | 2643,0 | 88,7 | 28042 | 253 | 26833 | 443 | 7936 | 127 | 7094 | 152
K-3-O-glukosid 114,1 6,9 12,8 | 2,9 | 14481 | 19,6 | 14793 | 14,7 | 15487 | 14,7 | 14516 | 24,5 | 2446 | 13,7 | 2192 44
Qéfé‘(;‘;;;’z”r‘:f 7380 | 00 | 7327 | 51 | 1595 | 25 | 1460 | 76 | 1474 | 06 | 1622 | 63 | 6727 | 10,1 | 7089 | 108
K. 5.p-kum. Chinova 26,3 0,1 255 | 04 | 1488 | 1,6 | 1476 | 1,8 | 1593 | 1,1 | 1552 | 1,0 | 394 | L1 | 346 0,8
K. 4.p-kum. Chinova 68,2 13 677 | 11 | 5122 | 7.0 | 5072 | 28 | 5052 | 85 | 5192 | 2.8 | 1163 | 03 | 101,9 2,5
K.galoylchinova 37,7 0,7 374 | 08 | 181,9 | 42 | 2231 | 85 | 210,1 | 1,4 | 1763 | 3,1 | 486 | L1 | 447 4.7
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2.

Den fermentace

i vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
Latka ¢ [ng/1] SD ¢ [ng/] SD ¢ [ng/] SD clng/l] | SD | cng/l] | SD | c[ug/] | SD | c[ng/l] SD ¢ [ng/] SD
EGC 5089,7 | 1372 | 5346,3 | 100,8 | 1421,3 | 33,7 | 1386,8 | 20,0 | 14249 | 18,8 | 1657,5 | 35,0 | 46474 | 87,9 | 44174 | 1373
GC 15503 | 16,9 | 1683,3 | 252 | 291,8 | 56 | 3156 | 2,8 | 283,9 | 2,8 | 3464 | 7,0 | 14471 | 163 | 14143 | 70
EGCG 7737,7 | 42,1 | 79304 | 85 | 17643 | 80 | 21256 | 42,7 | 23604 | 0,0 | 2456,8 | 17,0 | 7394,5 | 204,5 | 73945 | 0,0
GCG 2751,8 | 251 | 30288 | 422 | 540,1 | 93 | 6509 | 6,0 | 6473 | 0,9 | 7370 | 3.4 | 26254 | 852 | 27518 | 85
CcG 610,6 5,1 6533 | 2.6 | 2764 | 43 | 360,1 | 1,7 | 373,9 | 2.6 | 3950 | 51 | 5931 | 2.6 | 6515 6,8
ECG 2105 7,1 2210 | 424 | 1230 | 141 | 1630 |283 | 1710 |283 | 1715 |212| 2165 | 919 | 2245 7,1
C 2908,1 | 13,9 | 30272 | 423 | 9925 | 168 | 11126 | 7.2 | 1099,7 | 8.4 | 12397 | 50 | 26996 | 56,7 | 27393 | 28,0
EC 5505,5 | 50,0 | 54082 | 62,4 | 1492,1 | 13 | 15328 | 3.6 | 16805 | 12,5 | 18433 | 750 | 5257,8 | 100,8 | 5310,9 | 50,4
lf(r;gi‘;fl‘l’(‘)‘;’gvjnz V'; 99,8 18 | 1040 | 00 | 677.8 | 99 | 8486 | 104 | 8759 |209 | 8462 |216| 2016 | 91 | 1538 | 3,1
K. neochlorgenova 33,8 0,1 39,6 | 02 | 4320 | 04 | 5442 |20,1| 5565 | 10,8 | 5318 | 35 | 1696 | 74 | 66,6 1,8
Rutin 3890,9 | 17,5 | 3921,7 | 26,5 | 4272,6 | 121,7 | 50852 | 35,0 | 5430,0 | 87,3 | 5608,5 | 60,7 | 43957 | 191,7 | 4278,7 | 60,7
Isogercitin 252,1 32 | 2554 | 37 | 9668 | 53 | 11686 | 159 | 12957 | 363 | 12247 | 212 | 3511 | 1,6 | 3052 | 32
K. gallov 213,1 0,0 | 2371 | 00 | 6923 | 14 | 8873 | 00 | 9123 | 120 | 8263 | 14 | 3201 | 99 | 2481 1,4
K-3-O-rutinosid 519,1 120 | S11,0 | 32 | 21683 | 37,0 | 2607,2 | 25,8 | 2866,9 | 50,1 | 2849,0 | 76,8 | 880,0 | 10,8 | 706,3 1,9
K-3-O-glukosid 114,5 6,4 113,8 | 24 | 11533 | 247 | 14273 | 58,6 | 1569,5 | 34,0 | 1521,1 | 34,0 | 292,1 | 05 | 2144 1,5
ngsoogg‘a';;’alrr‘:tJ’ 7157 | 38 | 7139 | 38 | 1272 | 51 | 1393 | 54 | 1492 | 57 | 1738 | 13 | 6606 | 134 | 6977 | 13
K. 5.p-kum. Chinova | 252 0,3 270 | 11 | 1246 | 18 | 1513 | 14 | 1641 | 03 | 1598 | 13 | 472 | 13 | 369 1,6
K. 4.p-kum. Chinova | 69,6 0,4 682 | 1,0 | 4442 | 42 | 5242 | 43 | 5762 | 43 | 5732 | 57 | 1372 | 07 | 1097 | 06
K.galoylchinova 37,2 1,7 37,0 | 01 | 1677 | 77 | 2651 | 20 | 2251 | 85 | 1981 |128| 526 | 30 | 453 1,7
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3. Den fermentace

Latka vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
c [pg/] SD c [pg/] SD | c[pg/] SD |ciugl] | SD |c[ugl]l | SD |cng/l]l | SD | c[ngl] SD | c[ng/1] SD
EGC 49924 150,0 | 5080,9 | 167,3 | 1411,6 | 159 | 1319,6 | 22,1 | 1405,0 | 18,9 | 1660,2 | 6,2 | 4957,0 | 150,0 | 4570,9 65,2
GC 1501,7 3,0 1588,0 | 10,7 293,8 9,0 336,5 3,0 | 2958 8,4 334,5 | 12,9 | 1443,1 8,3 1431,2 13,3
EGCG 6912,7 85,7 7575,1 | 85,2 | 1692,1 | 76,2 | 1902,8 | 24,9 | 2258,1 | 54,2 | 2384,5 | 60,3 | 7358,3 | 136,8 | 7599,2 24,5
GCG 2547,1 8,5 3004,8 | 42,6 529.,9 3,6 581,1 5,5 655,8 2,6 734,0 4,3 | 25652 | 24,1 | 27639 8,5
CG 554,0 8,5 640,1 0,6 272,2 2,4 313,7 | 12,0 | 364,9 6,8 378,8 2,6 567,2 3,4 630,5 2,6
ECG 1920 28,3 2150 28,3 1195 7,1 1435 | 354 | 1725 49,5 1650 14,1 2070 14,1 2230 14,1
C 2709,6 42,9 2937,8 | 79,7 | 1000,5 4,0 1061,0 | 9,6 | 1116,6 | 12,9 | 1238,7 | 5,6 | 2798,9 13,5 | 2828,7 69,6
EC 5151,6 8,4 5558,6 | 35,8 | 1569,9 1,3 1462,0 | 6,3 | 1686,7 6,4 1825,6 | 17,1 | 5328,6 | 100,8 | 53374 12,1
K. chlorgenova + K. 96,8 0,4 108,0 0,0 759,5 12,4 762,0 7,0 913,0 3,5 858,5 | 10,6 | 205,3 1,1 158,0 0,7
kryptochlorgenova
K. neochlorgenova 36,5 0,2 37,0 0,2 456,8 0,3 516,9 2,5 588,7 29,7 5244 5,0 90,2 1,5 68,6 0,3
Rutin 3835,5 235,4 | 4051,0 0,0 4642,0 | 111,5 | 4512,7 | 8,2 | 5374,6 | 113,6 | 5374,6 | 96,1 | 4438,8 | 43,1 | 4198,7 104,5
Isoqercitin 227,8 2,6 247,2 2,6 1004,2 5,3 1030,3 | 21,5 | 1269,1 7,5 1142,5 | 31,7 | 3474 3,7 306,3 1,6
K. gallova 212,1 1,0 230,1 1,0 760,3 29,5 9453 | 19,0 | 990,4 7,1 837,2 5,7 324,1 1,4 266,1 1,4
K-3-O-rutinosid 497,6 10,3 510,1 13,3 | 2334,0 | 44,6 | 2316,1 | 6,3 | 27953 | 58,7 | 2611,8 | 19,0 | 877,8 27,8 741,6 1,3
K-3-O-glukosid 107,9 0,7 113,1 1,7 1226,1 | 27,7 | 1271,2 | 14,4 | 1548,7 | 14,7 | 1410,0 | 149 | 2838 10,3 212,6 2,9
Q-3-O-glukosylrut. + 683,0 3,2 720,1 0,0 141,1 0,6 129,0 3.8 147,4 5,7 165,3 0,6 653,4 3,2 668,2 6,3
K-3-O-galakt. rut.
K. 5.p-kum. Chinova 24,1 1,3 27,9 1,3 133,5 1,4 140,4 0,4 166,5 0,9 163,4 0,7 47,4 0,1 40,1 3,0
K. 4.p-kum. Chinova 68,7 0,6 72,8 1,0 468,2 9,9 487,2 8,5 586,2 9,0 558,2 6,9 136,7 0,9 106,7 1,4
K.galoylchinova 34,3 0,7 36,1 2,1 171,3 0,3 256,1 3,0 | 246,1 4,2 189,1 0,0 53,3 1,6 45,8 0,7
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4. Den fermentace

i vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8

Latka ¢ [ng/l] SD | cinugl] | SD |clugll | SD |cngll | SD |clughl | SD |cpgl]l | SD | cipgl] | SD | cugl] | SD
EGC 5213,6 87,5 | 54170 | 1753 | 1607,1 | 1,3 | 14399 | 0,0 | 1379,8 | 10,0 | 16655 | 6,3 | 4629,7 | 87,0 | 4559,0 | 62,5

GC 1594,0 33,6 | 16396 | 56 | 291,8 | 84 | 3782 | 42 | 2769 | 42 | 333,55 | 84 | 14054 | 22,5 | 13865 | 7.0
EGCG 7418,5 51,1 | 78109 | 8,6 | 1957,0 | 42,6 | 20774 | 76,6 | 21437 | 17,0 | 23424 | 933 | 6960,9 | 17,0 | 75932 | 938
GCG 2763,9 42,6 | 2968,6 | 93,7 | 5859 | 7.5 | 6100 | 2.6 | 6022 | 102 | 6967 | 2.6 | 24688 | 17,0 | 2727.8 | 59,6

CcG 602,2 6,8 636,5 | 09 | 2848 | 2,6 | 3444 | 34 | 3396 | 34 | 3625 | 1,7 | 5383 | 85 | 6094 5,1

ECG 2095,0 354 | 21400 | 42,4 | 13100 | 42,4 | 15650 | 21,2 | 15850 | 7,1 | 1590,0 | 14,1 | 1980,0 | 0,0 | 2200,0 | 0,0

C 2828,7 42,1 | 29378 | 84,5 | 11612 | 112 | 1101,7 | 56 | 11364 | 42 | 11980 | 42 | 2640,1 | 28,0 | 27592 | 28,1

EC 5514,3 874 | 54082 | 623 | 18344 | 12,9 | 1668,1 | 10,0 | 1588,5 | 10,0 | 1869,8 | 12,5 | 5080,9 | 25,0 | 54082 | 62,3

Il{(‘r ;gizzi‘l’:;’gv:‘n:vlj 103,8 0,4 106,7 | 1,1 | 8288 | 104 | 8684 | 3.5 | 8585 | 35 | 8363 | 140 | 1902 | 35 | 1523 1,1
K. neochlorgenovi 39,0 0,1 407 | 01 | 5244 |149| 6060 | 108 | 5788 | 140 | 5318 [ 105 | 914 | 25 | 679 2,1
Rutin 3934,0 | 339,6 | 40879 | 139,1 | 52022 | 8,7 | 5226,8 | 130,1 | 5547,0 | 8,9 | 5620,9 | 959 | 4408,0 | 86,6 | 44758 | 952
Isogercitin 2345 1,6 2281 | 21 | 10752 | 10,5 | 1142,5 | 21,2 | 12434 | 53 | 11948 | 10,5 | 3549 | 16 | 314, 1,1

K. gallové 222,1 1,4 2441 | 14 | 7923 | 1.4 | 10734 | 17,0 | 9703 | 12,7 | 8063 | 212 | 2991 | 57 | 2481 1,4
K-3-O-rutinosid 4927 0,0 5200 | 7,0 | 25938 | 31,2 | 2593,8 | 31,2 | 2790,8 | 57,5 | 2696,7 | 254 | 860,7 | 7.6 | 7322 1,9
K-3-O-glukosid 104,4 49 1131 | 74 | 1340,6 | 4,9 | 14585 | 143 | 1520,9 | 344 | 14654 | 344 | 2765 | 9.8 | 2081 10,3
Qéfgﬁ;‘;;:iy:rr‘::t‘f 7013 | 51 | 6946 | 196 | 1528 | 70 | 1407 | 63 | 1501 | 06 | 1680 | 19 | 6476 | 25 | 7040 | 38
K. 5.p-kum. Chinovs 26,8 1,1 272 | 06 | 1557 | 08 | 1562 | 1,0 | 1739 | 1,7 | 1658 | 6,7 | 469 17 | 381 0,7
K. 4.p-kum. Chinova 70,0 2,1 737 | 00 | 5462 | 42 | 5392 | 2.8 | 5542 | 42 | 5502 | 43 | 1262 | 01 | 1047 1,1
K.galoylchinova 37,4 2,0 398 | 1,7 | 181,8 | 13,0 | 340,01 | 7.1 | 2541 | 14 | 1971 | 85 | 51,7 | 00 | 457 0,0
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5. Den fermentace

. vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
Latka ¢ [ng/] SD ¢ [ng] SD |cing/l]l | SD | ciug/l]l | SD | cugl]l | SD | clug/l] | SD | c[ng/l] SD ¢ [ng/] SD
EGC 4806,7 37,5 5151,6 | 125,1 | 1569,9 | 88 | 14974 | 1,3 | 1491,2 | 12,5 | 1716,8 | 1,3 | 4850,9 | 100,1 | 4789,0 37,5
GC 1553,3 21,1 1537,4 7,0 328,5 4,2 432,77 2,8 314,6 | 4,2 348,4 1,4 | 13945 | 323 | 14213 36,5
EGCG 7039,2 59,6 7081,3 | 34,1 | 1926,9 | 51,1 | 2011,2 | 17,0 | 2270,1 | 42,6 | 22822 | 59,6 | 6972,9 | 68,1 | 7418,5 51,1
GCG 2571,2 42,6 2745,8 | 17,0 564,2 6,0 607,6 | 11,1 | 6558 | 11,1 | 689,5 2,6 | 2456,8 17,0 | 2739,8 93,7
CG 538,9 2,6 585,9 0,9 268,6 5,1 342,0 0,0 350,5 5,1 330,6 | 43 535,9 0,0 619,6 43
ECG 1945,0 21,2 2000,0 0,0 1265,0 | 49,5 | 15150 | 7,1 | 1620,0 | 14,1 | 1505,0 | 35,4 | 1980,0 | 28,3 | 2225,0 35,4
C 2888,2 98,3 2967,6 | 70,2 | 1123,5 | 2,8 | 1193,0 | 5,6 | 11384 | 1,4 | 1221,8 | 9,8 | 27493 14,0 | 2818,7 28,1
EC 5266,6 12,5 5319,7 | 12,5 | 1843,3 | 50,0 | 1622,1 | 2,5 | 1738,0 | 16,3 | 1931,7 | 0,0 | 5399,3 | 50,0 | 5434,7 75,1
. ;giﬁi%i‘fgv:nzvlj 95,6 00 | 993 | L1 | 7694 | 105 | 8239 | 3.5 | 8684 | 175 | 8585 |3L5| 1964 | 2.5 | 1572 | 32
K. neochlorgenova 32,6 0,0 38,2 0,3 451,1 2,8 650,6 3,5 564,0 | 14,0 | 504,5 7,0 86,4 1,1 70,6 1,8
Rutin 4001,7 69,7 4155,6 | 26,1 | 49744 | 17,4 | 5159,1 | 34,8 | 5627,0 | 52,2 | 5787,1 | 0,0 | 4678,9 | 52,2 | 4586,6 26,1
Isogercitin 2394 32 234,5 0,5 10453 | 31,7 | 1168,6 | 5,3 | 1284,5 | 10,6 | 1228,5 | 5,3 344.8 32 321,2 1,6
K. gallova 222.1 4,2 241,1 2,8 791,3 2,8 | 1196,4 | 9,9 9343 1,4 802,3 | 15,6 | 317,1 2,8 249,1 2,8
K-3-O-rutinosid 484.6 8,9 523,1 1,3 25534 | 76,0 | 2598,2 | 63,3 | 2808,7 | 19,0 | 2768,4 | 12,7 | 888,5 11,4 743,9 10,8
K-3-O-glukosid 99,2 2,5 105,5 2,5 1271,2 | 4,9 | 1430,8 | 4,9 | 15348 | 44,2 | 1406,5 | 9,8 270,6 7,4 207,8 4,9
ng%(_)ag_lgual;:zl?:t+ 690,6 0,0 704,9 7,6 151,0 7,0 139,3 4.4 152,3 2,5 179,2 1,3 671,8 7,6 730,0 19,0
K. 5.p-kum. Chinova 29,3 1,8 29,5 2.4 158,1 2,6 166,0 0,4 183,3 0,0 182,3 0,9 53,2 1,3 43,9 1,0
K. 4.p-kum. Chinova 60,0 0,7 64,3 2,0 486,2 | 15,6 | 5122 7,1 560,2 4,2 5452 2,8 131,3 1,1 100,1 1,4
K.galoylchinova 39,0 0,9 39,5 0,1 179,3 6,5 398,2 1,4 246,1 7,1 191,6 5,0 55,4 1,8 444 0,7
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7. Den fermentace

Latka vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
¢ [ng/] SD ¢ [ng] SD |clug/l | SD | cung1]l | SD | c[ng1] SD | c[ug/1] SD ¢ [ng/] SD ¢ [ng] SD
EGC 5010,1 125,1 4780,1 | 125,1 | 1726,5 | 15,0 | 1530,1 | 17,5 | 1487,7 | 15,0 | 1714,1 7,5 4850,9 | 200,2 | 4382,1 187,6
GC 1569,2 18,2 1526,5 | 14,0 343,4 5,6 | 4794 4,2 302,7 9,8 347,4 2,8 1372,6 1,4 1282,3 22,5
EGCG 73222 34,1 6979,0 | 42,6 | 19329 | 8,5 | 2077,4 | 25,5 | 2234,0 8,5 2390,6 | 25,5 | 6972,9 | 2044 | 7286,1 136,3
GCG 2715,7 42,6 2661,5 | 34,1 573,3 3,4 607,6 9,4 616,6 8,5 751,5 5,1 2462,8 | 59,6 | 2559,2 25,5
CG 560,0 3.4 572,0 34 278.,8 0,9 326,4 6,8 331,2 1,7 366,7 6,0 508,2 1,7 590,1 27,3
ECG 1990,0 424 2000,0 | 28,3 | 1270,0 | 14,1 | 1525,0 | 7,1 | 1660,0 | 42,4 | 1620,0 | 14,1 1985,0 | 49,5 | 2140,0 84,9
C 2957,7 56,1 2977,5 0,0 1265,5 | 1,4 | 1241,6 | 9,8 | 1166,2 7,0 1248,6 8,4 2789,0 | 14,0 | 2679,8 0,0
EC 5585,1 37,5 5523,2 | 25,0 | 2082,1 | 37,5 | 1725,6 | 3,8 | 1730,9 3,8 1993,7 | 37,5 | 55143 | 87,6 | 56824 50,0
K. chlorgenova + K. 98,3 1,1 100,1 0,7 801,6 7,0 913,0 3,5 913,0 17,5 893,2 17,5 201,5 4,2 145,1 2,1
kryptochlorgenova
K. neochlorgenova 33,9 0,1 38,1 0,1 507,0 3,5 620,9 | 24,5 | 611,0 3,5 541,7 17,5 98,3 1,8 66,1 1,8
Rutin 4371,1 69,7 4192,5 | 60,9 | 5220,7 | 17,4 | 5331,5 | 0,0 | 5780,9 | 148,0 | 5904,0 | 26,1 | 4635,8 | 60,9 | 4531,2 52,2
Isoqercitin 240,9 2,1 230,4 3,2 1015,4 | 10,6 | 1239,7 | 21,1 | 1295,7 | 15,9 | 1221,0 | 159 364,2 32 314,1 3,2
K. gallova 230,1 7,1 248,1 1,4 866,3 1,4 | 1346,5 | 42 930,3 1,4 804,3 4,2 310,1 1,4 243,1 0,0
K-3-O-rutinosid 529.8 4,4 501,6 1,3 2629,6 | 31,7 | 2732,6 | 25,3 | 2871,4 | 69,7 | 2849,0 | 139,3 | 906,0 37,4 717,0 12,0
K-3-O-glukosid 104,8 1,5 105,8 1,0 1292,0 | 24,5 | 1437,7 | 4,9 | 1573,0 | 58,9 | 1458,5 | 14,7 282.4 2,5 202,2 7,8
Q-3-O-glukosylrut. + 729,5 13,3 714,8 6,3 156,8 6,3 142,0 1,9 150,5 0,0 181,0 1,3 689,7 10,1 703,6 12,0
K-3-O-galakt. rut.
K. 5.p-kum. Chinova 32,5 0,1 31,5 0,1 175,1 0,8 184,5 6,5 186,5 0,8 185,5 7,9 48,9 1,6 40,7 1,6
K. 4.p-kum. Chinova 62,9 0,3 63,5 0,8 509,2 8,5 509,2 0,0 577,2 0,0 572,2 4,2 132,2 2,1 97,2 0,7
K.galoylchinova 40,9 0,4 38,6 0,6 184,8 1,6 516,2 | 21,2 | 264,1 1,4 195,1 5,7 52,3 0,4 47,3 1,3
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8. Den fermentace

. vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
Latka ¢ [ng/] SD ¢ [ng/] SD | ciug/l] | SD | cugl]l | SD | c[ug/l] | SD | c[ng1] SD ¢ [ng/] SD ¢ [ng/] SD
EGC 49570 | 175,01 | 52490 | 37,5 | 18344 | 12,5 | 1526,6 | 250 | 1477,9 | 163 | 17840 | 33,8 | 5010,1 | 25,0 | 4789,0 | 12,5
GC 14620 | 14 | 16287 | 21,1 | 3444 | 14 | 5121 | 225 | 2888 | 7.0 | 3583 | 154 | 13925 | 42 | 14332 | 197
EGCG 74366 | 76,6 | 72319 | 937 | 19148 | 17,0 | 20172 | 8,5 | 22280 | 34,1 | 2517,0 | 17,0 | 7207.8 | 247,0 | 75028 | 68,1
GCG 27518 | 59,6 | 27157 | 255 | 5666 | 2.6 | 5979 | 43 | 607,0 | 00 | 7714 | 2,6 | 26615 | 17,0 | 27759 | 255
cG 590,7 26 | 5660 | 102 | 2728 | 43 | 3216 | 68 | 3372 | 68 | 3727 | 09 | 5618 | 09 | 6028 | 26
ECG 20600 | 283 | 20050 | 7,0 | 12450 | 7.1 | 1480,0 | 42,4 | 1590,0 | 14,1 | 1680,0 | 14,1 | 20850 | 63,6 | 22650 | 354
C 28088 | 42,1 | 30272 | 140 | 12923 | 5.6 | 12059 | 1.4 | 1193,0 | 2.8 | 13250 | 1.4 | 28187 | 842 | 2967,6 | 42,1
EC 57355 | 100,1 | 56824 | 50,0 | 21263 | 250 | 16283 | 88 | 1799.0 | 12,5 | 2170,6 | 37,5 | 53728 | 87,6 | 58505 | 62,6
If(r;gi‘;ﬁi‘;’gvjnzvlj 100,3 1.8 983 | 1,1 | 7991 |105| 8783 | 10,5 | 9229 |[175] 9303 | 00 | 1991 | 35 | 1523 | 18
K. neochlorgenov 35,9 02 | 389 | 30 | 5095 | 140 | 6382 | 7,0 | 6234 | 140 5392 | 70 | 931 | 07 | 664 | 07
Rutin 44327 | 174 | 42911 | 1306 | 52699 | 174 | 53377 | 78,4 | 5879.4 | 8,7 | 6119,5 | 121,9 | 4666,6 | 121,90 | 47343 | 26,1
Isogercitin 2423 L1 | 2356 | 42 | 1097,6 | 00 | 11836 | 53 | 12995 | 0,0 | 12434 | 159 | 3440 | 00 | 3242 | 37
K. gallovi 29,1 57 | 2441 | 70 | 8423 | 7,0 | 15375 | 57 | 9443 | 7.1 | 8023 | 42 | 2991 | 57 | 2391 | 00
K-3-O-rutinosid 535.6 S1 | 5204 | 89 | 26251 | 50,7 | 2647,5 | 57,0 | 29206 | 12,7 | 2996.8 | 443 | 9190 | 63 | 7394 | 57
K-3-O-glukosid 105,5 25 | 1048 | 2,5 | 13024 | 0,0 | 14342 | 68,7 | 15938 | 9.8 | 15348 | 343 | 2792 | 59 | 1991 | 3.4
Q£300glg“al;:;{lrr‘:t+ 781,5 32 | 7506 | 76 | 1568 | 25 | 1416 | 13 | 1550 | 3.8 | 1935 | 00 | 6785 | 12,0 | 7448 | 57
K. 5.p-kum. Chinové | 31,0 08 | 306 | 03 | 160,1 | 06 | 1666 | 0,1 | 1788 | 0.4 | 1849 | 08 | 501 | 1,0 | 439 1,0
K. 4.p-kum. Chinové | 67,9 11 669 | 00 | 5122 | 14 | 5182 | 14 | 5872 | 28 | 5872 | 85 | 1334 | 13 | 1058 | 07
K.galoylchinové 39,9 0.1 403 | 3,0 | 1835 | 23 | 7133 | 00 | 2841 | 42 | 2021 | 7.1 | S36 | 25 | 477 | 33
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9. Den fermentace

Latka vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
c [pg/] SD cipg/l] | SD | cng/ll] | SD | c[pgl] | SD | c[ngl] SD | clugl] | SD | c[pgl] SD | c[pg/] SD
EGC 5019,0 37,5 51959 | 37,5 | 1790,2 | 25,0 | 15859 3,8 1483,2 6,3 1806,1 | 52,5 | 4753,6 12,5 | 4895,1 12,5
GC 1537,4 15,4 1625,7 | 14,0 | 352,3 | 154 | 4853 4,2 302,7 7,0 368,2 1,4 1382,6 1,4 1406,4 1,4
EGCG 7087,4 161,8 7310,1 | 68,1 | 1902,8 | 68,1 | 2005,2 | 42,6 | 2113,6 | 25,5 | 24749 | 25,5 | 7081,3 17,0 | 7936,4 187,3
GCG 2643,5 8,5 2794,0 | 34,1 | 555,8 7,7 578,77 6,0 581,7 8,5 797,9 43 24749 | 25,5 | 29325 42,6
CG 537,1 34 579,9 4,3 257,7 34 321,6 3,4 315,5 10,2 373,9 6,0 519,1 0,0 640,1 2,6
ECG 1955,0 7,1 2050,0 | 14,1 | 1230,0 | 14,1 | 1455,0 | 354 | 1565,0 | 21,2 | 1710,0 | 28,3 | 2025,0 | 35,4 | 2370,0 42,4
C 2898,1 0,0 3017,2 | 84,2 | 1289,3 | 7,0 | 1227,7 1,4 1189,0 5,6 13449 | 4,2 2868,4 14,0 | 3096,6 28,1
EC 5602,8 37,5 5700,1 | 0,0 | 2206,0 | 62,6 | 1723,0 5,0 1816,7 | 37,5 | 21794 | 50,0 | 5629,3 | 75,1 | 6301,6 75,1
K. chlorgenova + K. 95,6 0,7 101,5 1,4 833,8 3,5 893,2 10,5 9229 17,5 952,6 | 24,5 207,0 0,7 165,9 2,8
kryptochlorgenova
K. neochlorgenova 32,9 0,2 36,3 0,3 467,7 1,8 620,9 10,5 601,1 3,5 561,5 | 24,5 99,8 4,6 69,4 1,4
Rutin 4118,7 95,8 4192,5 | 43,5 | 5436,2 | 26,1 | 5380,7 0,0 5811,7 | 139,3 | 6353,5 | 87,1 | 4820,5 8,7 | 5140,6 26,1
Isoqgercitin 2240 1,6 2293 0,5 | 1026,6 | 26,4 | 1194,8 | 31,7 | 1306,9 | 21,1 1310,7 | 15,9 371,7 2,1 339,2 2,6
K. gallova 231,1 2,8 243,1 2,8 881,3 | 22,6 | 1424,5 7,1 980,3 9,9 807,3 | 17,0 305,1 14,1 250,1 4,2
K-3-O-rutinosid 516,8 6,3 541,5 7,0 | 2750,5 | 12,7 | 2656,4 | 120,3 | 28714 | 31,7 | 3050,5 | 69,7 945.,8 6,3 800,3 14,6
K-3-O-glukosid 98,9 2,0 106,2 0,5 | 1281,6 | 9,8 | 14758 | 78,5 | 1576,4 | 14,7 | 15452 | 9.8 290,0 4.4 208,8 1,5
Q-3-O-glukosylrut. + 728,6 12,0 745,7 9,5 164,0 1,3 1434 2,5 156,8 6,3 204,3 0,0 710,3 1,3 819,5 15,2
K-3-O-galakt. rut.
K. 5.p-kum. Chinova 30,1 0,7 32,9 0,1 173,9 3,1 188,5 0,8 195,1 2,8 200,1 7,1 58,7 2,0 50,9 0,4
K. 4.p-kum. Chinova 61,2 1,3 66,4 0,7 514,2 4,2 504,2 4,2 576,2 15,6 607,2 5,7 138,5 0,6 109,6 0,1
K.galoylchinova 38,1 0,4 41,2 0,3 189,7 2,0 615,2 56,6 291,1 2,8 211,1 | 19,8 56,2 2,0 48,3 1,6
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10. Den fermentace

. vzl vz2 vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8
Latka ¢ [ng/] SD clug/l] | SD | clug/l] | SD | cngl] | SD | c[ug/l] SD cugl] | SD | ¢ [ng/l] SD ¢ [ng/] SD
EGC 5116,3 17,7 52843 | 12,4 | 1834,4 | 62,3 | 14479 | 3,8 | 1323,1 | 10,4 | 1714,1 | 2,5 | 44882 | 62,2 | 3798,2 12,2
GC 1523,5 9 1600,3 | 11,1 | 343,4 56 | 4744 2,8 289,8 11,2 361,3 5,6 | 1376,6 4,2 1388,5 4,2
EGCG 6828,4 68,2 7292,1 | 55,7 | 1860,7 | 42 | 2107,5 | 102 | 1884,7 8,5 2258,1 | 76,7 | 6280,5 | 59,2 | 5720,5 85,8
GCG 2492.9 36,2 2721,7 0 531,1 8,5 599,1 9,4 5293 2,5 708,1 5,1 | 21979 | 54,2 | 20654 76,5
CG 521,5 1,7 580,5 5,1 2523 2,6 328,2 6 278,8 4,2 3342 | 2,5 472,1 0 446,2 0,9
ECG 1920,0 28,3 2025,0 | 49,5 | 1205,0 | 35,4 | 1500,0 | 28,3 | 1355,0 | 21,2 | 1540,0 | 0,0 | 1825,0 | 21,2 | 1660,0 70,7
C 2888,2 42,8 3116,5 | 28,1 | 1329,9 0 1257,5 | 6,6 | 1095,7 2,8 1292,3 | 2,8 | 2640,1 | 84,2 | 2421,7 28,1
EC 5532 37,5 5700,1 | 352 | 2197,1 | 53,6 | 1799 | 12,3 | 16159 1,3 2029 | 26,7 | 5107,4 | 112,3 | 4585,5 25,1
. ;gi‘(’;%ﬁ(‘)‘;’gv:ntvlz 94,4 03 | 1033 | 1.8 | 8486 | 2,5 | 8981 | 174 | 861 | 7 | 8783 | 35 | 1988 | 73 | 1248 | 3.5
K. neochlorgenova 36 0 34,4 0,3 502,1 2,5 6753 | 31,4 | 5392 21,2 566,4 | 10,4 95,8 3,1 56 4.9
Rutin 4010,2 43,5 4254,1 | 95,9 | 5559,3 | 60 | 5571,6 | 95,8 | 5239,1 | 104,5 | 5860,9 | 51,6 | 4408 24,77 | 3558,4 0
Isoqercitin 2222 0 2352 2,6 | 1067,7 | 22,4 | 1202,3 | 21,2 | 1149,9 0 1213,5 | 18,8 | 337,7 5,8 246,5 0,5
K. gallova 238,1 15,6 255,1 2,8 908,3 25 1454,5 | 57,7 | 985,3 5,7 807,3 | 11,3 | 285,1 0 209,1 2,8
K-3-O-rutinosid 487,7 8,3 529,8 | 13,2 | 2714,7 | 37,1 | 2723,6 | 50,7 | 2611,7 | 19,2 2839 | 62,2 | 8724 3,8 587,6 2,5
K-3-O-glukosid 96,8 6,9 100,3 2,1 1292 | 24,6 | 1486,3 | 24,4 | 1403 17,6 | 14273 | 13,9 | 271,6 0 166,5 8,2
Q;;?(;g_lgllﬁgi}t’}?:t'f 708 10,8 763,6 | 29,7 | 1644 3,1 146,9 6,3 138,4 4.4 183,7 8,9 669,5 5,4 594,7 6,3
K. 5.p-kum. Chinova 29,2 0,6 33,2 0,4 172,4 2,4 181,8 0,1 182,1 1,4 196,1 4,2 54,4 1,1 34,3 0,1
K. 4.p-kum. Chinova 63,4 0,1 66,1 0,3 5222 3 5222 1,4 507,2 2,8 5492 | 11,3 | 126,8 0,5 76,4 4.4
K.galoylchinova 40,4 1,1 40,3 1,3 181,9 7,2 671,2 2,8 295,1 2,8 199,1 2,8 55,1 1,3 41,1 1

80




13. Den fermentace

] vzl vz vz3 vz4 vz5 vz6 vz7 vz8

Latka ¢ [ng/] SD clugl] | SD | clug/l] | SD | c[ng/l] SD | c[pg/1] SD | clug/l] | SD | ¢[ng/l] SD ¢ [ng/] SD

EGC 44970 | 704 | 49040 | 257 | 18433 | 756 | 16062 | 13,7 | 1493,0 | 3.7 | 22148 | 243 | 51516 | 1245 | 49217 | 74,1

GC 1498,7 94 | 15662 | 69 | 3315 | 14 | 4367 | 7.0 | 2739 | 42 | 3474 | 50 | 13300 | 65 | 13121 | 40
EGCG 59011 | SL1 | 64912 | 942 | 1698,1 | 29,5 | 18787 | 76,5 | 1963,0 | 1277 | 31914 | 51,1 | 74908 | 422 | 79123 | 332

GCG 21678 | 258 | 24929 | 00 | 4829 | 149 | 5720 | 77 | 5973 | 60 | 10164 | 23 | 27940 | 173 | 28542 | 17,1

CG 443, 00 | 5046 | 43 | 2108 | 51 | 2782 | 46 | 3023 | 68 | 4769 | 34 | 6190 | 17 | 6106 | 00

ECG 1630,0 0,0 | 1790,0 | 283 | 10550 | 21,2 | 13950 | 49,5 | 15250 | 7.1 | 21550 | 49,5 | 21850 | 212 | 23200 | 00
C 26599 | 134 | 28981 | 149 | 13141 | 14 | 13141 | 20 | 12784 | 89 | 16535 | 55 | 30371 | 1122 | 31562 | 142

EC 50632 | 87.8 | 53463 | 62,8 | 2338,6 | 123 | 18787 | 26,8 | 18433 | 37.5 | 29048 | 0.0 | 6018,5 | 880 | 62839 | 37.5

& ;gi‘(’;i‘;(‘)‘;’gv:n:g 84,2 2,5 93,6 | 1,0 | 8214 | 109 | 9006 | 35 | 9501 | 422 | 12175 | 104 | 2189 | 38 | 1709 | 07
K. neochlorgenovi 33,8 0,1 36,7 | 00 | 5095 | 17.9 | 687.7 | 135 | 6828 | 72 | 7768 | 7.0 | 1050 | 14 | 703 11
Rutin 35954 | 51,9 | 3903,2 | 43,3 | 5233,0 | 34,6 | 5294,6 | 104,9 | 5848,6 | 26,5 | 8151,2 | 432 | 5072,9 | 17,7 | 52084 | 0,0
Isogercitin 194,5 L1 | 2042 | 1,6 | 9855 | 53 | 11574 | 108 | 1299,5 | 10,8 | 16733 [ 224 | 3799 | 11 | 3455 | 37

K. gallovi 229,1 L4 | 2470 | 14 | 9393 | 57 | 13355 | 7.0 | 9793 | 57 | 8793 | 180 | 2951 | 43 | 2391 14
K-3-O-rutinosid 454,1 32 | 4738 | 2,6 | 25803 | 449 | 2652,0 | 13,0 | 28759 | 50,8 | 38700 | 314 | 9682 | 31,7 | 7873 | 57
K-3-O-glukosid 80,8 LS 878 | 2.8 | 12122 | 45 | 13926 | 192 | 1559,1 | 29,9 | 1801,9 | 84,0 | 2966 | 49 | 2036 | 64
Q13300g'g“£gzlrr‘:l‘t+ 6324 17,1 | 6897 [10,6| 1586 | 2,6 | 1532 | 19 | 1568 | 46 | 2625 | 3.2 | 7828 | 157 | 8330 | 92
K.5.p-kum. Chinovd | 282 0.8 280 | 09 | 1745 | 00 | 1757 | 06 | 1911 | 28 | 2531 | 00 | 631 | 2,1 | 518 1,1
K.4.p-kum. Chinova | 522 14 560 | 06 | 5132 | 14 | 5152 | 129 | 5772 | 86 | 7853 | 120 | 1421 | 03 | 1123 | 06
K.galoylchinova 37,6 0,5 372 | 06 | 1891 | 26 | 5152 | 57 | 357,01 | 190 | 217,1 | 85 | 60,1 | 04 | 46,0 0,6
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Tabulka 20 Kvantitativni zastoupeni fenolickych liatek v komer¢énich vzorcich kombuchy

K1 K2 K3 K4 K5 K6 K7 KS K9

Latka ¢ [pg/l] SD ¢ [pg/l] SD ¢ [ng/] SD ¢ [pg/l] SD | c[png/l] SD ¢ [pg/l] SD ¢ [pg/l] SD ¢ [pg/l] SD c [pg/l] SD
EGC 63016 | 2002 | 2661 | 13 | 5019 | 12,5 | 23829 | 375 | 58,1 24 | 21145 | 6255 | 391022 | 15012 | 12812,2 | 125,1 | 194643 0

GC 7462 | 2661 | 1004,1 | 271,9 | 778,7 | 1401 | 546 | 30,1 | 1066,5 | 1596 | 1216,6 | 254,6 | 1103,6 | 5469 | 9632 | 2827 | 8895 521,7

EGCG 4955 | 1061 | 13,3 0,1 | 5420 | 56,6 | 2070 | 141 | 288 0,8 | 40600 | 707,1 | 43550 | 9192 | 16150 | 353,6 | 26250 | 2121

GCG 2170 | 1414 | 473 | 041 | 2290 | 99 | 9835 | 778 | 514 | 004 | 5755 | 495 | 6115 | 3,54 824 | 2121 | 9885 4,95

CcG 4293 7,7 6,0 08 | 3794 | 68 | 2511 | 60 | 34 0,1 57,1 0,9 67,0 1,9 2631 | 77 100,6 4293

ECG 20533 | 59,6 20,7 | 24 | 14933 | 341 | 7991 | 11,1 | 195 0,0 | 66598 | 852 | 69549 | 1788 | 48955 | 85 | 3661,1 0,0

C 22729 | 1263 | 10838 | 28 | 13607 | 7.0 | 10362 | 0,0 | 494 0,0 | 6650 | 00 | 16694 | 28 | 14183 | 70 | 7742 0,0

EC 5134 | 100,1 | 24979 | 50 2551 0 | 16036 | 13,8 | 1019 | 07 | 54789 | 87,6 | 131572 | 87.6 | 60982 | 12,5 | 4665,1 12,5
klfyﬁﬂﬂﬁf:fg?ﬂa 37,6 0.2 96,8 3,1 87,2 2,8 664 | 28 | 1978 | 45 | 59,1 | 175 | 1666 1,1 326,1 32 | 25765 3,5
K. neochlorgenovs 40,1 02 2134 | 49 52,3 1.8 394 | 03 | 117,1 | 32 78,5 2,5 45,7 02 1587 | 18 | 2352 1,4
rutin 14529 | 00 | 17423 | 87 | 7203 | 87 | 5966 | 2.6 | 5485 | 09 | 18593 | 174 | 3570,8 | 348 | 28874 | 26,1 | 13914 0,0
Isogercitin 262,9 3,7 3137 | 37 | 1123 | 21 | 1003 | 32 | 824 L1 | 3534 | 16 | 4625 3,7 3837 | 00 | 2640 32

K. gallova 14295 | 19,8 | 21597 | 127,3 | 11924 | 212 | 6933 | 198 | 6042 | 212 | 5162 | 14 | 5212 8,5 9413 | 141 | 163.6 1,6
K-3-O-rutinosid 42,0 9,5 8778 | 139 | 2105 | 00 | 1993 | 57 | 1814 | 1,9 | 7116 | 06 | 743,0 70 | 10533 | 63 769,4 2,5
K-3-O-glukosid 171,0 2,9 2751 | 16,7 | 687 1,5 73,6 | 44 | 60,9 0,7 | 3080 | 1,5 | 2248 7.4 2553 | 54 | 4121 5.4
s ol e, | 13085 | 760 | 318 | L1 | 6100 | 177 | 5603 | 82 | 4394 | 70 | 17474 | 380 | 19803 | 507 | 5589 | 228 | 21056 | 253
K. 5.p-kum. Chinova | 36,7 1.3 42,5 0,7 27,5 0,7 142 | 00 | 54 0,2 75,0 0,7 | 1080 14 94,2 1,0 98,7 1,4
K. 4.p-kum. Chinova | 106,0 2.8 93,0 1.6 | 1030 | 14 | 518 | 14 | 377 0,l | 2150 | 57 | 3070 14,1 | 2790 | 57 | 3600 42
K.galoylchinova 157,6 9,2 233 33 | 6512 | 170 | 2891 | 255 | 1818 | 04 | 4262 | 14 | 16656 | 990 | 3111 57 | 3952 2,8
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