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1 Uvod

V dnedni dobé se pozornost upira k mozZnostem, jak predchazet
civilizaCnim chorobam. Mezi sledovana témata patfi i ta, ktera souvisi s vyzivou
a s zivotnim stylem. Je kladen velky diraz na soucCasné stravovaci navyky
spojené hlavné s pracovnim procesem kazdého Clovéka. Ve spoleCnosti je
rozSifeno mnoho rdznych vyzivovych smérl a diet a skrze né je zaméfena
pozornost nejen na nové Ci netradicni potravinové skupiny a jejich zastupce, ale
i na moznosti vyuziti starSich, tradi¢nich druht potravin. Sleduje se vyZivova
hodnota potravin, podily vitaminl, minerald a dalSich latek potfebnych pro
lidské télo, ale i mnoho faktor(, které mohou mit na lidsky organismus dalSi

pozitivni €i negativni ucinky.

Mezi zminéné tradi¢ni druhy potravin Ize fadit i mlééné kvasenou zeleninu.
U nas je Casté pouziti této metody hlavné u kvasenych okurek a zeli, k ostatnim
takto upravenym zeleninovym druhum se obyvatelstvo stavi spiSe skepticky a

jen mala Cast ji zafazuje pravidelné do sveho jidelnicku.

V pfipadé mlécéné kvasenych zeleninovych vyrobkl je charakteristicky
obsah kyseliny mlééné vzniklé béhem procesu fermentace a obsah Zivych
bakterii mlééného kvaSeni. Pro tento zpuUsob zpracovani vybranych
zeleninovych druh( je dullezita pfitomnost pfirozené mikroflory na povrchu
zeleniny, ktera obsahuje velkou Skalu zadoucich mikroorganismu, maijici pfimy

vliv na mlééné kvaseni.

PFiznivé ucinky fermentovanych vyrobk( se projevuji u konzumenta nejen
diky tomu, Ze si vysledny produkt uchovava vysoky podil puvodnich cennych
latek suroviny, z niz jsou vyrobeny, ale i diky hodnotnym latkam, které jsou pfi
fermentacnich procesech produkovany bakteriemi mlécéného kvaseni jako
vedlejSi metabolity. Dulezitou vlastnosti téchto bakterii je jejich schopnost
kolonizace ftraviciho traktu konzumenta a eliminace nezadouci mikrofléry.
Nékteré z vedlejSich produktl fermentacnich procest spole€né s vybranymi
latkami chutovymi a aromatickymi maji schopnost snizovat rizika civilizacnich
chorob a tim také pfispivaji k velkému zdravotnimu vyznamu této skupiny

potravin. Cennym dietetickym kritériem je zde také snizeny obsah sacharida.
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Casto diskutovanymi pGvodci civilizanich chorob jsou i zastupci skupiny
volnych radikalt. Proti pasobeni volnych radikalt si vétSina Zivych organismu
samovolné vytvofila obranny systém, jehoz hlavnim c&lankem je tvorba
antioxidantd. Ty zajiStuji inaktivaci a zneSkodnéni téchto nezadoucich latek

a vysledkem je ochrana organismu pfed nekontrolovatelnou oxidaci.

Ve tkanich organismua tedy antioxidanty napomahaji ochrané pred jeho
poskozenim, ale ani tato ochrana neni uplna a dokonala a dochazi k jistému
procentu poskozeni. Z komplexniho hlediska se ale inaktivacni ucinek
antioxidantl na volné radikaly v lidském organismu projevuje pozitivné. Také
jejich schopnost upravy redoxniho potencialu, se projevuje mimo jiné snizenim

vyskytu nékterych onemocnéni.

Hlavni mysSlenkou této prace bylo sledovani zmén v antioxidacni kapacité
vzorkl, které prochazely spontanni mlé€nou fermentaci. Pro tato méfeni bylo
zvoleno zeli jako zastupce zeleniny a to proto, Zze se jedna o tradi€ni surovinu
pro mlééné kvaseni. Pfi kvaseni zeli se stale pouziva metoda, kdy se surovina
necha spontanné nakvasit pomoci mikrofléry, pfirozené se vyskytujici na
povrchu zelnych hlavek. PFi procesu mlééného kvaSeni zeli jsou sledovany
tendence vzrustu &i poklesu antioxidacni kapacity a tim i potencial mlééného

kvaseni jako dalSiho mozného zdroje antioxidantd.



2 Cil prace
Cilem diplomové prace bylo zhodnotit vyvoj antioxidacni kapacity

v prib&hu mlé€ného kvaseni vybraného zastupce zeleniny.



3 Literarni prehled

3.1 Zelenina — prehled obsahovych latek
Mezi zakladni sledované latky v zeleniné muzeme fadit ty, které jsou
nejdulezitéjSi pro lidsky organismus. Patfi sem voda, dale pak bilkoviny, tuky,
sacharidy, vitaminy a mineralni latky. V zeleniné je nejvétSim podilem
zastoupena pravé voda a jeji dostateCné mnozstvi umoznuje spontanni reakce
ostatnich obsahovych latek, které tvofi susSinu a jejich obsah se pohybuje mezi
5 — 30 %. (Kyzlink, 1988)

3.1.1 Voda

Celkovy obsah vody v zeleniné je 70 — 95 % podle charakteru odridy
zeleniny, vegetacnich podminek, stafi rostliny a jeji vyspélosti Ci vyspélosti
plodu. Mladsi organismy obsahuji v priméru vice vody nez ty starSi a také
rostliny sklizené v oblastech s dostatkem zavlahy byvaji na vodu bohatsi, nez

plodiny ze suchych oblasti. (Kyzlink, 1988)

3.1.2 Bilkoviny

Bilkoviny predstavuji u zeleniny obvykle pouze 0,5 — 3,0 % hmotnosti,
v nékterych pfipadech az 6 %, nejsou tedy v zeleniné nijak vyznamné
zastoupeny. Ve vyzivé Clovéka proto zelenina byva cenéna pro jiné obsahové
latky, nez jsou bilkoviny, nepovazuje se za dobry zdroj bilkovin. (Hostasova,
Némec, Vlachova, 1987, Kopec, 1998)

3.1.3 Tuky

S obsahem do 1 % zelenina neni vyznamnym zdrojem tukd, oviem ve
vazbé na aromatické struktury mohou nékteré tuky spoluvytvaret specifické
aroma zeleninového druhu. Diky této nizké hodnoté tuku je ale zelenina
vyhledavana pfi redukci a udrzovani télesné hmotnosti, kdy se z pohledu
energetické hodnoty zeleniny nemusi mnozstvi konzumované zeleniny nijak
omezovat. SpiSe naopak se doporuCuje. (Hostasova, Némec, Vlachova, 1987,
Kopec, 1998)

Lipidy (tuky), které se v zeleniné nachazeji v duZing, jsou spiSe tuky
v SirSim méfitku. Jedna se o steroly, fosfolipidy, slizové latky a néktera barviva.
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V semenech plodl je obsah tuki mnohonasobné vy$Si, nez u ostatnich ¢asti

rostlin, protoze se jedna o energetické zasoby budouci rostliny. (Kyzlink, 1988)

3.1.4 Sacharidy

Sacharidy jsou hlavni energetickou sloZkou vyzZivy nejen Clovéka, ale
i bakterii a mikroorganismu. V zeleniné jsou obsazZeny kolem 5 % celkové
hmotnosti (nékteré zdroje uvadéji az vyjimecCnych 18 %), pfevazné ve formé
jednoduchych cukrd (glukéza a fruktéza) a polysacharidi ve formé celulézy
a Skrobu. Obsah celulosy v rostliné kolisa podle druhu zeleniny, jeji anatomické
8asti, stafi rostliny, vegetaénich podminek a daldich faktord. Skrob se
v zeleniné také objevuje Casto, muze napfiklad indikovat pfrezralost suroviny.
(Kyzlink, 1988)

Zminéné sacharidy mohou byt dale vyuzity pro fermentaci zeleninovych

produktd mikroorganismy. (HostaSova, Némec, Vlachova, 1987, Kopec, 2010)

3.1.5 Kyseliny
Obsah kyselin v Cerstvé zeleniné je nizky, jeji pH se pohybuje vétSinou
vrozmezi 5,0 — 6,6 a tim se fadi mezi suroviny nekyselé nebo malo kyselé.
Kyselost u zeleniny zpusobuji netékavé kyseliny a kyselé soli. U vétSiny

zeleniny je nejpodstatné;jSi kyselina L-askorbova. (Kyzlink, 1988)

3.1.6 Vitaminy
| pfes to, Ze vitaminy nejsou zdrojem energie pro organismus, je jejich
zastoupeni ve stravé nezbytné a zvysSuji nutricni hodnotu zeleniny. Patfi mezi
esencialni latky, které si lidsky organismus nedokaze sam syntetizovat (kromé
CasteCné tvorby vitaminu D) a proto musi byt pfijimany ve stravé. (Hostasova,
Némec, Vlachova, 1987)

V zeleniné jsou zastoupeny pouze vybrané vitaminy, nékteré, jako
napfiklad B12, se v zeleniné prakticky nevyskytuji. Mnoho vitamini spada
i mezi antioxidanty, napfiklad vit. A, C a E.

Uginnym prekurzorem vitaminu A je B-karoten (az z50 %). Ten je
pritomen hlavné v mrkvi, paprice, chfestu, kapusté, hrasku a Spenatu. Sam

B-karoten je antioxidantem a je i odolny vic&i plsobeni vnéjSich vlivli. Nasledky
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nedostatku (3-karoten a vitaminu A ve stravé jsou vétSi nachylnost k infekcim,

poruchy zraku a poruchy rdstu. (Zamboch, 1996)

V mnoha druzich zeleniny je bohaté zastoupen vitamin C. Je citlivy na
vySSi teploty a je nachylny k oxidaci, proto jsou nutné Setrné postupy pfi
zpracovani potravin. Vitamin C ma antioxidacni ucinky, stimuluje organismus

a ma podstatny vliv na €innost imunitniho systému.

Vitamin E je zastoupen jen v nékterych druzich zeleniny. Podporuje
spravnou ¢innost nervd, ledvin, jater, svall a je dalezity pro vyvoj gonad (jeho
nedostatek muze vést az kneplodnosti). Také patfi mezi vyznamné

antioxidanty.

V petrZzelové a celerové nati najdeme mensi mnozstvi vitaminu D, ktery se
uplatiuje v metabolismu cholesterolu a stavbé kosti. Tento vitamin si lidsky
organismus dokaze z Casti syntetizovat sam, ale stale je tfeba jej doplhovat

z potravy.

Ze skupiny vitamind B je vitamin B1 zastoupen nejvice v hrasku
a kapusté. Jeho ztraty varenim jsou malé, ale neni odolny vici zasaditému
prostfedi. Jeho nedostatek se mulze projevovat atrofii svali, nemoci beri-beri

a poruchami v nervové soustave.

Oproti vitaminu B1 se vitamin B2 vyskytuje i ve Spenatu a fazolkach.
Tento vitamin je velmi citlivy na svétlo a jeho nedostatek se projevuje zanéty

sliznic a kuze (napfiklad popraskané koutky rta).

Proti oxidaCnim vlivim je dobfe odolny vitamin B6. Ten je obsazen
v zelenych zeleninovych druzich a je vSestranné potfebny pro spravnou ¢innost

nervy, svalu a kdze.

V brokolici a kofenové zeleniné se nachazi vitamin B7, ktery je odolny vici
oxidaci i pusobeni tepla. Avitaminéza mlze vést k pelagife a onemocnéni nervu

a kuze. (HostaSova, Némec, Vlachova, 1987, Kopec, 2010)

Kyselina listova znama také jako vitamin B9 je pfedevSim obsaZena
v listové zeleniné. Je dulezita pro prevenci prenatalnich poruch ve vyvoiji plodu,

pro metabolismus bilkovin a krvetvorbu.
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Jak bylo zminéno vySe, vitamin B12 se v zeleniné prakticky nevyskytuje.
(Herbert, 1988, Hermann et al., 2008)

Tab. 1: Obsah vitamint u vybranych zastupcu zeleniny (na 100g jedlého

podilu):
Vitamin B1 | Vitamin B2 ) ) Vitamin A Vitamin E
. L . . Vitamin C (alfa—
Zelenina | (thiamin) | (riboflavin) (beta-karoten)
(g (mg] (g [ug] tokoferol)
[mg]
Salat 0.06 0.08 125 1153 0.55
hlavkovy
Zeli bilé 0.06 0.06 44 52 0.02
el 0.08 0.07 52 15 0.07
Cervené
Cervena 0.03 0.04 10 60 0.04
repa
Cibule 0.03 0.03 8.2 12 0.07

(Databaze slozeni potravin CR, 2016)

3.1.7 Mineralni latky

Z dalSich slozek zeleniny je tfeba zminit i mineralni latky. Jsou to
mikronutrienty nezbytné k Zivotu. U&astni se totiz metabolickych pochod(i
v organismu, mohou byt strukturni soucCasti tkani a pomahaji udrZovat
acidobazickou rovnovahu v téle. Ve vyctech sloZeni jsou pfevazné uvadény

jako popeloviny. (Kvasni¢kova, 1998)

Cerstva zelenina ma v sobé zastoupeno 0,5 — 2 % mineralnich latek, to by

v pfepoétu na susinu odpovidalo pfiblizné 50 — 200 g*kg™.

V nejvy§Sim mnozstvi je v zeleniné zastoupen draslik, dale pak fosfor,
sira, vapnik, sodik, Zzelezo a hof¢ik. DalSi mineraly jsou zastoupeny ve velmi
malém mnozstvi. Jelikoz zelenina obsahuje podstatné mnozstvi kyseliny
Stavelové, vapnik v ni obsazeny muze byt zastoupen i jako Stavelan vapenaty,
ktery je ale pro lidsky organismus ve vét§im mnozstvi nezadouci, protoZze ma
vliv na tvorbu ledvinovych kamenl. To se muze tykat napfiklad hlavkového
salatu, revené, Spenatu a Cervené fepy a proto by se tito zastupci zeleniny
neméli pozivat v nadmérném mnozstvi. (Kyzlink, 1988) Zastoupeni mineralnich
latek v pozivatelnych ¢astech nékterych rostlin je zaznamenano nize v tabulce

€. 2, kde jsou udaje vyjadfeny na 100g jedlého podilu.
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Tab. 2: Obsah mineralnich latek u vybranych zastupct zeleniny (v mg na 100g

Jedlého podilu):
Zelenina Sodik | Hoiéik | Fosfor | Draslik | Vapnik | Zelezo | Méd’ | Zinek
Salat hlavkovy 9 10 46 280 43 0.8 - -
Zeli bilé 13 18 34 238 53 0.5 - -
Zeli cervené 13 15 31 266 40 0.6 - -
Cervend fepa | 45 15 39 273 35 0.7 - -
Cibule 8 10 27 146 31 0.5 - -

(Databéze sloZeni potravin CR, 2016)

3.1.8 Vlaknina

Podstatnou a velmi cenénou slozkou zeleniny je vlaknina. Ta mize byt
zastoupena celulézou, hemicelulézou, pektiny, gumou, slizy, ligninem,
nestravitelnymi oligosacharidy nebo i dalSimi doprovodnymi latkami jako jsou
tfisloviny. Zastoupeni vlakniny v celkovém obsahu zeleniny byva v rozsahu
3-50 g*kg’, pro coz byva zelenina cenéna, jelikoZ doporu¢ena denni davka
vlakniny je 30 — 40 g na osobu. Hlavnimi pfinosy vilakniny pro funkci organismu
je jeji schopnost regulace prichodu traveniny stfevem, podpora vstfebavani
a metabolismus Zivin z traveniny, spole¢né s pfiznivym vlivem na stfevni
mikrofléru a v neposledni fadé i spoluucast vliakniny na detoxikaci organismu.
(Kyzlink, 1988)

3.1.9 Barviva
Kazdy zeleninovy druh obsahuje barviva, ktera jsou pro néj typicka

a dodavaji mu jeho charakteristické zbarveni.

Karotenoidy zbarvuji v odstinech hnédé, oranzove, zluté a pfipadné
i Cervené a jsou zastoupeny predevSim v mrkvi, Spenatu, petrzeli a celeru.
Karotenoidy jsou citlivé ke zménam teplot, proto jejich obsah v zeleniné klesa
podle pfislusnych skladovacich teplot napfiklad v listové zeleniné. U zasobnich
organd a plodd naopak obsah karotenoidd v téchto situacich pfibyva.
NejznaméjSim zastupcem je [-karoten (zminény jiz dfive jako prekurzor

vitaminu A), ktery pfevlada napfiklad mezi barvivy u mrkve. (Kyzlink, 1988)
Cervena az modrofialova zbarveni jsou zplsobena anthokyany.

Betanin je zastupce dusikatych barviv a spole¢né se Zlutymi betaxanthiny

tvofi soubor barviv napfiklad u Cervené fepy. (Kyzlink, 1988)
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3.1.10 Alkoholy
Alkoholy se v zeleniné vyskytuji ve dvou formach. Bud se jedna o alkoholy
volné nebo o alkoholy vazané, které se vazi jako estery s rozlicnymi
organickymi kyselinami. Kromé této esterifikace je u alkoholl dulezita také jejich
oxidace na aldehydy, ketony a pfipadné az na organické kyseliny. (Kyzlink,
1988)

3.1.11 Aromatické latky
Nejznaméjsi aromatické latky u zeleniny patfi mezi organické slouceniny
obsahujicich siru. Vyskytuji se pfedevsim u nékolika zeleninovych druhu, jako
jsou napfiklad cibule, ¢esnek, por, kien, fedkev, hoiCice a nékterych druh
kostalovin. PfiCinou typického zapachu u vafené kostalové zeleniny jsou
dimethylsulfid, dimethyltrisulfid a allylisothiokyanat. Celkové obsah pachovych
latek u zeleniny kolisa v rozmezi 50 mg*kg™ aZ do 20 g*kg™. (Kyzlink, 1988)

3.1.12 Plyny

| pfes to, ze podil plyni na hmotnosti zeleniny nebyva nijak podstatny,
jejich objem muze byt znacny. Plyny byvaji volné v dutinach tkani nebo jsou
zastoupeny rozpusténé jako soucast rostlinnych $tav. V tabulce 3 jsou
znazornény vybrané zeleninové druhy a zastoupeni plynu v nich v mnozstvi mg
na 100 g. (Kyzlink, 1988)

Tab. 3: Obsah plynti [mg*100g] ve vybranych zeleninovych druzich:

Zelenina Obsah plynu
Zeli — nitro listd 35,4
Zeli — celé hlavky 40,8
Cervena fepa 21,8
cibule 30,2
celer 50,0

(Kyzlink, 1988)

| kdyz se v nékterych zdrojich uvadi jinak, pfi spravném prabéhu
mlécného kvaseni v produktu vétSina vitaminu C zlstava. Jednotlivé slozky
a jejich zastoupeni kolisaji podle odridy, ro¢niku i mista puvodu suroviny.
(Barto$, Kopec, 1989)

Jen vzeli je zastoupeno vice nez padesat zdravi prospésnych

bioaktivnich latek. Jsou mezi nimi napfiklad glykosidy, estery kyseliny sinapové
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a malonové. Zastoupené sirné slou€eniny maji zase protirevmatické ucinky.
Obsah vapniku v zeli je 530 mg*kg® a jeho vyuZitelnost je srovnatelna

s vyuzitelnosti vapniku u mléka. (Kopec, 1998)
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3.2 Zeli a jeho charakteristika

Hlavkové zeli patfi mezi zeleninu, ktera je cenéna pro své vyZivove
vlastnosti a obsah vlakniny. Pramérné zastoupeni zakladnich Zivin v zeli
znazornuje tabulka 4. Zeli se da konzumovat celoro¢né, jeho vyuZiti je jak
v Cerstvém stavu (pfiblizné od konce kvétna do listopadu), tak jako
fermentovanou ¢&i zpracovanou surovinu béhem zimnich mésicu. Konzumace
zeli béhem zimnich mésicl je mozna hlavné diky jeho vhodnosti ke konzervaci
mlécnym kvasenim. Jedna se o velice jednoduchy, tradi¢ni a biologicky cenny

zpusob uchovani a skladovani.

Tab. 4: Primérny obsah zékladnich Zivin v bilém zeli [g*kg™]:

Slozka Obsah
Voda 920
Susina 80
Bilkoviny 15
Tuky 2
Sacharidy 45
Popeloviny 6
Vlaknina 27
Vit. C Kolisa mezi 30 — 70 mg*100™g zeli

(Kopec, 1998)

Zeli 1ze rozlisit i podle velikosti, které se dorustaji jednotlivé hlavky. Rané
a letni odrudy se vyznacuji malymi az stfedné velkymi hlavkami, maji nizsi
obsah suSiny a vys$8i obsah cukri. Jsou urCeny hlavné k pfimému konzumu.
U odrud polopozdnich a pozdnich nachazime velké hlavky o hmotnosti pfes tfi
kilogramy, které jsou Spatné skladovatelné. Tyto odridy jsou vhodné k vyrobé
kvaseného zeli, maji nizky obsah susiny ale vysoky obsah cukri. Kvasenim se

tak prodluzuje i moznost jejich skladovani. (Pekarkova, 2001)

Z hlediska vhodnosti ke konzervarenskému vyuziti je zeli vhodné pro
konzervaci mléénym kvaSenim a sterilaci. Obsah vitaminu C je v zeli Cerveném
vy88i, nez v zeli bilém, pfesto oba typy obsahuji takové mnozstvi vitaminu C, Ze
je zeli cenéno jiz historicky jako cenny zdroj vitaminu C pro vyzivu Clovéka

béhem zimy a na jafe. (Pdhony, 1988)
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3.3 Zdravi prospésné latky

3.3.1 Prebiotika a probiotika

Pokud hovofime o probiotikach, jedna se o zivy organismus v potraving,
ktery ma pfiznivy vliv na stfevni mikrofloru konzumenta. ZlepSuje rovnovahu
mikroflory a tim i zlepSuje zdravi konzumenta. Mezi tato probiotika patfi

napfiklad i bakterie mlééného kvaseni.

Prebiotika jsou oproti tomu nestravitelné slozky stravy, které podporuji
aktivitu a rust stfevni mikrofléry jako jejich substraty a tim se tedy také podileji
na zlepSovani zdravotniho stavu konzumenta. Prevazné se jedna o tézko
stravitelné a nestravitelné oligosacharidy obsazené napfiklad jako vlaknina

v zeleniné. (Kopec, 2010)

V zeleniné se mohou vyskytovat obé tyto sloZky. Abioticka jako soucast

sloZeni zeleniny a probioticka jako sou€ast povrchové mikroflory.

3.3.2 Zelenina jako prebiotikum

Jak je jiz zminéno vySe, prebiotika Ize definovat jako nestravitelné slozky
potravy, jako je vlaknina a dalSi. Ty maji pozitivni vliv na metabolismus lidského
organismu tim, Ze stimuluji aktivitu a rist stfevnich bakterii a mikrofléry. Do
prebiotik tak fadime fruktooligosacharidy, polyfenoly, rezistentni Skroby
a nékteré dalsi druhy jiz zminéné vlakniny. Z fruktooligosacharidd muizeme
zminit napfiklad inulin obsazeny v cibuli. Polyfenoly jsou hodnoceny jako latky
ochranné a jsou zastoupeny ve vsSech druzich zeleniny obsahem az 3000
mg*kg-1. VSechny tyto zminéné latky se v zeleniné vyskytuji. (Davis, Milner,
2009, Kopec, 2010, Roberfroid, 2000)

V souhrnu lIze tedy z hlavnich vlastnosti prebiotik zminit, Ze pIni funkci
selektivniho substratu pro stfevni mikrofléru, zvySuji odolnost vac&i hydrolyze
a vstfebavani v horni ¢asti traviciho traktu, maji vliv na udrzovani zdravé strevni
mikrobialni rovnovahy a podporuji pfiznivé procesy systémoveé i lokalni uvnitf
stfev. (Kailasapathy, Chin, 2000)

3.3.3 Zelenina a probiotika
Hlavnimi zastupci probiotik u zeleniny mohou byt mlééné bakterie,

u kterych mezi hlavni pfinosy patfi ochrana konzumenta pfed stfevnimi
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infekcemi a zvySeni nutriCni hodnoty potraviny. Nejsou to ale zdaleka jediné
podstatné vlastnosti téchto bakterii. Usnadnuji totiz také traveni laktozy a maji
vliv na hladinu cholesterolu v krvi. Dale je uvadén i vliv na nékteré druhy

rakoviny, pfevazné na procesy a faktory s rakovinou spojené.

Zminény vliv na ochranu pfed stfevnimi infekcemi Ize vysvétlit produkci
organickych kyselin a snizenim pH prostfedi. DalSimi faktory jsou produkce
oxidu uhli¢itého a také specifickych inhibi¢nich latek podobnych antibiotikiim,
jako jsou acidolin, acidophilin, laktocidin, reuterocyklin, nebo také latek
s bakteriocidnim uc€inkem, kam patfi lakticin. (Gilliland, 1990, Kailasapathy,
Chin, 2000, Ross, Morgan, Hill, 2002)

Zvyseni nutriéni hodnoty produktl je dano &innosti mikroorganismu. Jde
0 narlst obsahu vitamin(, Stépeni bilkovin a Stépeni latek, které byly v plvodni
suroviné pro Clovéka nestravitelné, jako napfiklad obsazené polysacharidy.
(Battcock, Azam-Ali, 1998, Gilliland, 1990)

Traveni laktozy usnadnuji probatické bakterie mlécného kvaseni proto, ze
je tento proces ovlivnén bakterialnim enzymem laktazou (B-galaktosidazy). Vliv
na hladinu cholesterolu v krvi je pravdépodobné disledkem bakterialni pfemény
ZluCovych kyselin tak, Ze ve vysledku je zamezeno jejich zpétné vstfebavani do
organismu. (Gilliland, 1990, Kailasapathy, Chin, 2000)

U snizeni rizika rakoviny se jedna o dukaz nepfimy, kterym je pokles
aktivity enzymu B-glukuronidazy, azoreduktazy a nitroreduktaz. Vysledky byly
ziskany za pomoci analyzy stolice laboratornich zvifat, u kterych byla stfevni
mikrofléra cilené obohacena o bakterie mlééného kvaseni z potravy. Pokles
aktivity zminénych enzym( je vyznamny z toho ddvodu, ze tyto enzymy se
ucastni premény nékterych prokarcinogent v karcinogeny. Pokles jejich aktivity
proto muZe znamenat mensi riziko vzniku rakoviny. (Gillland, 1990,
Kailasapathy, Chin, 2000)

VétSina praci na téma miléCnych bakterii a jejich Cinnosti se tyka
fermentovanych mléénych vyrobkd, nikoli mlééné kvasSené zeleniny. Nejen
z tohoto davodu by vysledky u zeleniny nemusely byt shodné napfiklad vlivem
jinych substratd a naslednych metaboliti mikrofléry a dalSich podminek. Vyjma
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vlivu na traveni laktézy také nejsou tyto jevy ale jeSté zcela zmapovany

a predstavuji problematiku vyzadujici dalSi vyzkum. (Gilliland, 1990)

3.3.4 Moznosti dalSiho vyuziti probiotickych kmenu
Podle obecné definice WHO jsou probiotika Zzivé mikroorganismy
vyskytujici se v potravinach Ci potravinovych doplncich, které pfi dostatecném
davkovani pfinaseji prokazatelné zdravotni vyhody pro konzumenta. (Sanders,
2008)

Jak uvadi ve svém dile Parvez et al. (2006), mezi pfiznivé uc€inky probiotik
patfi zmirnéni intolerance k laktéze, posileni imunitniho systému, zlepSeni

zazivani konzumenta a mozné snizeni rizika nékterych druhd rakoviny.

V pozdéjSich  definicich jsou probiotika definovana jako jasné
identifikovatelna s prokazanymi uc€inky a podavana v davce, ktera je ucinna.
(Sanders, 2008) K dalSim atributim pak patfi, Zze jde o bakterie odolné vUCi
ZluCovym a Zzaludecnim kyselinam, enzymum a kysliku, které jsou schopné
adheze na stfevni sliznici a kolonizace traviciho traktu a zaroven produkuji
antimikrobialni substance, které jsou ale pro konzumenta nezavadné.
(Kailasapathy, Chin, 2000)

Z vySe uvedenych definic vyplyva, ze mlé¢né kvasenou zeleninu bychom
mezi probiotika fadili chybné. Nejedna se o probiotickou potravinu, ale jde
o potravinu obohacenou o probiotika. Machala (2008) oznaCuje mlécné
kvasenou zeleninu, ktera ovSem nebyla druhotné konzervovana, terminem
probioticky salat. Kvasena zelenina obohacena fermentaci o probiotika je do

budoucna podle Roberfroida (2000) vyhodna vyZivova alternativa.

3.3.5 Kyselina mlé€éna

V mlééné kvasenych produktech se krom zminénych probiotickych
a prebiotickych slozek nachazi kyselina mlécna, ktera ma také vyznamny
pozitivni vliv napfiklad na spravnou Cc¢innost stfev. Jeji obsah v mlécné
kvasenych zeleninovych produktech neni nijak zanedbatelna, pohybuje se
kolem 2 %.

Dulezité postaveni kyseliny mlécné spociva nejen v jeji schopnosti

pfirozené regulovat prostfedi ve stfevech, ale i v jeji schopnosti inhibice
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patogennich organismud v travicim systému. Také obsazené slozky laktatu
a buryatu navic stimuluji regeneraci enterocytld tenkého stifeva a tim pfimo
zvétSuji plochu pro vstiebavani Zivin do téla. (Scholz-Ahrens et al., 2007,

Kailasapathy, Chin, 2000)
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3.4  Antioxidanty

Samotna existence volnych radikalu pfiméla zivé organismy k tomu, aby si
vytvofily obranny systém. Ten zabezpecuje inaktivaci nebezpecnych volnych
radikald a tim organismus chrani pfed nekontrolovanou oxidaci. (Lonnrot et al.,

1996) Timto obrannym systémem je tvorba antioxidantu.

Definice antioxidantl se ¢asto liSi, pfedevsim podle toho, na co konkrétné
jsou vyuzivany nebo pro€ je vlastné zjistujeme. Jedna z definic je, Zze se jedna
o latky, které jsou v nizkych koncentracich obsazeny v potravinach a tyto
potraviny chrani pfed poSkozenim radikaly. Tim zvySuji jejich uchovatelnost.
(Velisek, 2002) V tomto pfipadé jde o definici z hlediska potravin a jejich
udrznosti. Jina definice mulze antioxidanty nazyvat aditiva pfidavana do
umeélych hmot, kde slouzi k tomu, aby se prodlouZila jejich zivotnost a ohebnost
materialu. Z chemického hlediska se jedna o latky schopné inaktivovat volny
elektron bez toho, aby se samy staly radikaly. Z pohledu lidské vyZivy a vlivu na
lidsky organismus je mozné definovat antioxidanty jako latky, které v relativné

malych koncentracich zabranuji oxidaénimu poskozeni organismu.

V zivych tkanich antioxidanty chrani organismus pfed poSkozenim. Tato
ochrana samoziejmé neni absolutni, a proto dochazi k jistému poskozeni
organismu. (Ames et al.,, 1993) Mezi jednotlivymi druhy antioxidantid mohou
probihat vzajemné reakce, jejichz nasledkem muze byt antagonistické nebo

synergické pusobeni.

Na celkovém zdravi zivych organismu se pozitivné projevuje inaktivacni
ucinek antioxidantd na volné radikaly i jejich schopnost upravovat redoxni
potencial a to se projevuje napfiklad i snizenym vyskytem nékterych
onemocnéni. Zpusobu, kterymi antioxidanty zabranuji poSkozeni je vice a na

zakladé toho, jak pracuiji, bylo utvofeno jejich zakladni rozdéleni.

3.4.1 Déleni antioxidantt
Rozdéleni antioxidantd mnozi autofi uvadéji podle svého sledovaného
uhlu pohledu, a proto se znamé druhy antioxidant déli podle vétSiho mnozstvi

kritérii.

Podle zpusobu vzniku se antioxidanty déli na:
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1.

2.

Prirodni antioxidanty, které vznikly v rostlinach nebo zivocCiSich pfi
jejich metabolickych pochodech.

Syntetické antioxidanty, které byly uméle syntetizovany ¢lovékem.

Mezi vyznamné syntetické antioxidanty patri:

BHA  (3-terc-butyl-4-hydroxyanisol +  2-terc-butyl-4-hydroxyanisol)
pouzivany do obalovych materiald. Rizikem je, Ze ma schopnost
migrovat do potraviny.

BHT (3,5-di-terc-butyl-4-hydroxytoluen) pouzivany také na obalové
materialy, ktery ale vykazuje ucinnéjsi antioxidacni vlastnosti pfi oxidaci
zivocisnych tuka.

TBHQ (2-terc-butylhydrochinon), ktery je dobrym antioxidantem tukd na
smazeni a antioxidacni aktivitu vykazuji vSechny jeho degradacni
produkty.

Galaty jsou estery kyseliny galové a pouzivaji se pfevazné ke stabilizaci
zivocisnych tuka.

Santokin (6-ethoxy-2,2,4-trimethyl-1,2-dihydrochinolin), jehoz vyuziti je

hlavné v krmivarstvi. (VeliSek, 2002)

Podle molekulové hmotnosti se antioxidanty déli na:

1.
2.

Vysokomolekularni

Nizkomolekularni

Podle enzymatické povahy na:

. Enzymatické antioxidaéni systémy jsou skupiny latek, jejichz

spole¢nou vilastnosti je rozpustnost ve vodé. Jedna se o velké molekuly,
které se pfi svém pusobeni nespotfebovavaji. Mezi tyto enzymatické
antioxidanty fadime napfiklad katalazu, peroxidazu, transferazu
a superoxiddismutazu, tedy enzymatické antioxidanty, které v téle maji
intracelularni povahu. (Eremin, 2001)

Neenzymatické antioxidanty jsou skupinou latek, které maji malé
molekuly a jsou rozpustné ve vodé (hydrofilni) nebo v tucich (lipofilni),
ale pfi jejichz plsobeni dochazi k jejich spotfebovani. (Ames et al., 1993)
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Podle plivodu se mohou délit na:

1. Endogenni vznikajici lidskym metabolismem, jako napfiklad kyselina
mocova, melatonin a glutation.
2. Exogenni jsou pfijimany potravou a mezi né patfi napfiklad karotenoidy,

vitamin A, polyfenoly, fenoly a kyselina L-askorbova.

Podle mista uéinku Ize antioxidanty délit na:

1. Antioxidanty, které pusobi mimo organismus a které chrani potraviny
pfed nezadouci oxidaci a tim prodluzuji jeji zivotnost.
2. Antioxidanty, které plsobi uvnitf organismu a chrani jej pfed Skodlivymi

uc€inky volnych radikald.

Podle toho, kde se nejcastéji vyskytuji je Ize délit na:

1. Cytoplasmatické (hydrofilni), kam patfi feritin, bilirubin, transferin,
albumin, kyselina mocova, ceruloplasmin, cystein, tioly, glutation
a kyselina L-askorbova.

2. Membranové (lipofilni), mezi které patfi karotenoidy a tokoferoly.
(Durackova, 1998)

Na zakladé chemickych reakci, kterymi ptsobi na volné radikaly, je miZeme

délit na:

1. Latky zabrarujici tvorbé volnych radikalt, jako jsou katalaza
a xantinoxidaza.
2. Latky zneSkodnujici a chytajici volné radikaly, které jiz vznikly. Tyto
antioxidanty Ize dale délit na:
a. Vychytavace (,scavengers®), jako je napfiklad superoxiddismutaza
b. Lapace (,travers®), kam Fadime vitamin E
c. Zhasece (,quenchers®), jako je B-karoten
3. Systémy odstranujici poSkozené molekuly z organismu. Jsou to lipofilni
enzymy fosfolipaza, reparaCni endonukleazy a proteolytické enzymy.
(Durackova, 1998)

DalSi déleni zaloZzené na principech chemickych reakci ¢leni antioxidanty na:
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1. Primarni antioxidanty redukujici vzniklé hydroperoxidy.
2. Sekundarni antioxidanty.

3. Vazbu katalyticky aktivnich kovi do komplexu.

4. Eliminaci pfitomného kysliku. (Velisek, 2002)

Jinym zptsobem je klasifikace délici antioxidanty do tfi trid:

1. Primarni antioxidanty rusici fetézove reakce.
2. Synergicky pusobici antioxidanty.

3. Sekundarni antioxidanty.

Primarni antioxidanty pracuji tak, Ze dodavaji vodik nebo elektrony volnym
radikalim a tim rusi ¢i ukoncuji Fetézovou oxidacni reakci. Antioxidanty této

skupiny jsou ucinné i v malych mnozstvich. (Kvasni¢kova, 2000)

Podle struktury aktivni ¢asti antioxidanty primarni skupiny mazeme ¢&lenit na:

e Endioly, kam patfi kyselina L-askorbova, erytrobova a jejich soli.

e Slouceniny s konjugovanym systémem dvojnych vazeb, které umoznuiji
delokalizaci pfijatého elektronu (karotenoidy).

e Fenolové substituované slouceniny umoznujici delokalizaci pfijatého
elektronu na aromatickém jadre, kam patfi napfiklad fenolové
antioxidanty, tokoferoly a galaty.

e Kombinované struktury konjugovanych dvojnych vazeb
a substituovanych fenoll (resveratol a kurkumin).

e DalSi antioxida¢né pusobici latky.

Celkovy antioxida¢ni potencial je u primarnich antioxidantt ur€ovan nejen
rychlosti inhibi¢nich reakci, ale také tim, co se stane se vzniknuvSim radikalem
puvodniho antioxidantu. Nemalou roli také hraje koncentrace a pohyblivost
antioxidantu v daném prostfedi a mistem vzniku a aktivity reagujiciho volného
radikalu. (Enrique, 2002)

Slouceniny, které plsobi synergicky, délime na lapace kysliku a chelatory.
Jejich hlavni funkce spociva v tom, Ze regeneruji primarni antioxidanty tim, Ze
predavaji elektrony nebo vodik radikalim primarnich antioxidantld. Dalsi

vyznamnou roli hraji pfi vytvareni kyselého prostfedi, diky kterému se zvySuje
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i stabilita primarnich antioxidantl. SlouSeniny patfici mezi lapace kysliku reaguji
s volnym kyslikem a tim eliminuji jeho vliv. Do této skupiny fadime napfiklad
kyselinu L- askorbovou ¢i sifi€itany. Na druhou stranu zastupci spadajici mezi
chelatory, nebo také chelatacni Cinidla, odstranuji peroxidované kovy a tim také
zabranuji oxidacim katalyzovanym kovy. Do této skupiny patfi tfeba kyselina

vinna, kyselina citronova a kyselina fosfore¢na. (Kvasnickova, 2000)

Skupinu sekundarnich antioxidantl Ize nazyvat také jako antioxidanty
preventivni. Jejich zpisobem reakce je rozkladani peroxidu lipidd na stabilni
latky. Radime sem napriklad flavonoidy a jejich pribuzné sloudeniny
a aminokyseliny pusobici jako primarni antioxidanty i synergicky. Dale sem patfi
dusi¢nany a dusitany, B- karoten a jemu pfibuzné karotenoidy, které zabranuji
vzniku hydroperoxidu a likviduji singeltovy kyslik. Také sem muzZeme fadit

i selen a zinek. (Kvasnic¢kova, 2000)

3.4.2 Vliv antioxidanti na lidsky organismus

V lidském organismu hraji antioxidanty nezastupitelnou roli pfi procesech
zpomalujicich starnuti, snizuji riziko arteriosklerézy, pomahaji chranit proti
infarktu a mozkové pfihodé. Také maji podil na sniZzovani hladiny cholesterolu
a zpomaluji prabéh Alzheimerovy choroby. Dale snizuji riziko vzniku nadord,
potlaCuji rGst zhoubnych nadord a pomahaji pfi detoxikaci protirakovinnych
lékd. V neposledni fadé je tfeba zminit i jejich uloha pfi ochrané zraku pred
degenerativnimi pochody, ochrané proti astmatu a tlumeni nasledkd koufeni

a dale ochranu proti bronchitidé nebo rozedmé plic. (Mindell, 2000)

NejrozSifenégjSim antioxidaénim c&inidlem mizeme nazvat kyslik. Za
normalnich podminek plsobi na anorganické i organické latky, a tim dochazi
k jejich samovolnému a pomalému, ale trvalému procesu, ktery nazyvame
autooxidace. Jde o oxidacni pfeménu, ktera spadad do potravinarsky

nezadoucich procest vedoucich k hospodarskym ztratam.

Pokud jsou pfitomny urcité katalyzatory a zafeni je autooxidace ucinnéjsi
a totéz plati i pro vliv vySSich teplot. Vysledny proces je znam jako starnuti a jde
o nevratné zmeény vilastnosti u organickych latek i organismu. V souvislosti
s obranou proti tomuto jevu se mluvi o latkach, které Ize pouzit proti oxidaci

kyslikem. Tyto latky nazyvame antioxidanty. (PospiSil, 1968)
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Na naSe télni bunky denné utoci volné radikaly, proti kterym jsou dobrou
obranou pravé bioaktivni latky, které mohou byt obsazeny napfiklad
v konzumovaném ovoci, zelening, lusténinach Ci obilovinach. Volné radikaly
vznikaji i v nasem téle, a tak nejsme schopni se kontaktu s nimi naprosto
vyhnout. Proto jsou pro nas dulezité antioxidanty jako obranné latky, které

omezi pusobeni volnych radikalu.

Volné radikaly jsou takto nazyvany proto, Ze tyto latky maji ve svych
vazbach jeden volny elektron. To znamena, Ze tato vazba je volna a snazi se
zaplnit elektronem jiné molekuly. Kdyz pak dojde k navazani jiného elektronu,
vytvofi se volny radikal z molekuly, kde elektron ubyl. Tento cely proces se
nazyva oxidace a mohou tak vznikat dlouhé fetézce volnych radikald. Castice,
které jsou zoxidované, ztraci svoje schopnosti a funkce a obranyschopnost
celého organismu je tedy narusena. Zminéné oxidaci mohou zabranit nékteré
enzymy (jako jsou katalaza, dismutaza a dalsi), které se nachazeji v nasem
téle, nebo antioxidanty =ziskané stravou. Tyto dvé moznosti vedou
k zneSkodnéni volnych radikald a tim jim zabrani pachat takové Skody.
(Dittrich, Leitzmann, 1999)

Jakkoli lakavé to ale zni, antioxidanty nelze brat jako néjaky elixir zivota.
Jde spiSe o soucast naseho organismu, protoze funkce jednoho antioxidantu je
velice Casto podminéna ucinkem jiné latky ochranného systému naSeho
organismu. Jedna se stale o latky, které jsou probadané pouze z Casti,
a muzeme ocCekavat, ze budou i nadale objevovany &i syntetizovany stale nové

antioxidanty, které bude tfeba dale podrobné& zkoumat. (Stipek, 2000)

3.4.3 Antioxidacni kapacita
Snaha o objektivni stanoveni antioxidantd a jejich mnoZzstvi nasledovala
po zjisténi, Ze jejich pfitomnost sniZzuje pravdépodobnost vzniku mnohych
onemocnéni a poSkozeni bunék organismu. Vice neZz stanoveni jejich
kvantitativnino mnozstvi je snaha o zjiSténi velikosti jejich antioxidaCni aktivity,
kterou ma vlastné velka skupina latek. Z rozdéleni antioxidantl také vyplyva
jejich rozdilnost ve zpusobu inaktivace volnych radikall, a to znesnadruje

nalezeni optimalni metody stanoveni antioxidacni kapacity.
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Celkova antioxidacni kapacita je veliCina, ktera nam pomaha stanovit
nékteré bioaktivni latky. Pfedstavuje souhrn vSech latek obsazenych v tekutiné
a stanovuje se biochemickymi metodami, mezi které muizeme fadit metody
zahrnujici prfepocCty na Trolox €i kyselinu askorbovou. U antioxidacni kapacity
jde tedy o schopnost latek odolavat ¢i zabranovat oxidacni degradaci dalSich

sloucenin. (Kopfiva, 2011)

Parametrem antioxida¢ni kapacity je antioxidaCni aktivita. Ta mize byt
ovlivnéna mnoha faktory, jako napfiklad koncentraci antioxidantl, pritomnosti
dalSich antioxidantl, pH roztoku, nebo pfitomnosti dalSich latek, oxidacnich
¢inidel, iontd kova s proménlivou valenci. Také fyzikalni faktory, jako jsou teplo,
svétlo a dalsi, mohou mit na antioxidacni aktivitu podstatny vliv. (Réblova,
2011)

V dalSich dilech muZeme narazit na rozdilné definice, jak napfiklad
upozorfiuje Stratil (2007). Ten udava, ze antioxidacni aktivita ukazuje za danych
podminek v reakéni metodé chemickou reaktivitu, a je proto nepfesné
oznacovat tuto hodnotu jako celkovou antioxidacni aktivitu. Antioxidacni
kapacita je pak podle néj vyjadifenim vysledku ziskaného rozdilnymi metodami.

Pak je celkova antioxidacni kapacita volné definovanym vyrazem.

V dal$i definici je antioxidaéni aktivita charakteristikou pocate¢ni dynamiky
prubéhu antioxidacniho procesu za urCité koncentrace antioxidantu.
A antioxida¢ni kapacita poskytuje informace o tom, jak dlouho trva antioxidacni
ucginek. (Sulc, 2007)

Podobné je definovana antioxidaCni kapacita jako celkova sila vSech
antioxidaCnich latek nachazejicich se v Zivém organismu, které spole¢né
pusobi proti negativnim vlivam pfitomnych volnych radikaltu. Pribéh a rychlost
téchto reakci je pak oznaCovan jako antioxidac¢ni aktivita. (Hfebickova, 2009)

3.4.4 Metody stanoveni antioxidacni kapacity

Lze pouzit riznych metod ke stanoveni antioxida¢ni kapacity. Mohou to
byt metody zalozené na hodnoceni eliminace kyslikovych radikalt (jako je
metoda ORAC), metody zalozené na vychytavani OH radikall, metody
zalozené na eliminaci volnych radikald DPPH a ABTS (metody TEAC) nebo
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metody zaloZzené na hodnoceni redoxnich latek, kam patfi napfiklad metoda
FRAP. Z dalSich metod jeSté zminime elektrochemické metody, kde je
napfiklad cyklicka volumetrie nebo HPLC metoda s elektrochemickou detekci.

(Paulova, Bochorakova, Taborska, 2003)

Podle parametru, které jsme zvolili pro sledovani, mizeme délit i metody
pro stanoveni antioxidacni kapacity, kdy rozdéleni a definice konkrétni metody
je na zakladé pouzitého reagentu. Tim je zpravidla vybrany druh radikalu
inaktivovany antioxidanty, které jsou pfitomny ve sledovaném vzorku. Vysledné
mnozstvi inaktivovaného radikalu ve zkoumaném vzorku je zméfeno
a porovnano s mnozstvim inaktivovaného radikalu ve varianté, kde byl pouZzit

standard, na né&jz se antioxida¢ni kapacita vyjadfuje.

Jak bylo zminéno vySe, pfi méfeni se pouziva k porovnani urcity druh
standardu, neni ale pfesné urCeno, ktery by se mél standardné pouZzivat. Jde
ale vzdy o chemickou latku s antioxidaCnimi vlastnostmi, kterou Ize vyrobit Ci

ziskat v chemicky Cistém stavu.

NejzakladnéjsSi déleni metod stanovovani antioxidacni kapacity je na

zakladé typu chemické reakce. Zde mizeme rozlisit:

1. HAT (Hydrogen Atom Transfer), kde pfi reakci dochazi k pfenosu atomu
vodiku

2. SET (Single Elektron Transfer), kde dochazi pfi reakci k pfenosu
elektronu. (Huang et al., 2005)

Oba dva tyto typy chemickych reakci se mohou objevit sou€asné, ale pfi
rozdilném mechanismu reakci je potencial i kinetika vedlejSich reakci rozdilna.
Reakce, ktera prevlada, je potom dana pFfevazné druhem antioxidantu,
rozpustnosti, druhem pouzitého média, ionizacnim potencialem, rozdélovacim
koeficientem a disociacni energii vazby vodiku na antioxidant. (Wright et al.,
2001)

Metody pro méreni antioxidaCni kapacity na zakladé polarity reagentu
délime na ty:
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1. Slipofilnim reagentem, kam mizeme Fadit ve vodé nerozpustné a malo
rozpustné latky pfi méfeni oxidace lipida.

2. S hydrofilnim reagentem, kam spadaiji latky ve vodé rozpustné.

1) HAT metody

Jak bylo zminéno, metody v této skupiné méfi schopnost inaktivace
volnych radikald dodanim atomu vodiku. Hlavnim principem zde je kompetitivni
kinetika. Generatorem je stale dodavany volny radikal, o ktery soupefi
standardni antioxidant a méfreny vzorek. O co je vétSi antioxidacni kapacita
zkoumaného vzorku, o to vice standardniho antioxidantu zistane nepos$kozeno.
Méfi se tedy mnozstvi standardu, které nezreaguje a je prepocitavano na

antioxidacni kapacitu sledovaného vzorku. (Prior et al., 2005)

Mérfenymi hodnotami ale v tomto pfipadé mohou byt také produkty vzniklé
pfi oxidaci standardu nebo spotfeba kysliku nutného k tvorbé peroxylovych
radikall. Nevyhodou u téchto metod je pouzivani syntetickych antioxidantl jako
standardu. Tyto nereprezentuji fyziologické podminky, ale zato je jejich slozeni
presné definované a da se zopakovat. Také u téchto metod mize chybné udaje

vydavat pfitomnost redukCnich latek, které pusobi synergicky.
Mezi metody HAT fadime:

e ORAC (Oxigen Radical Absorbance Capacity) — méfi schopnosti
inhibovat oxidaci indukovanou peroxylovym radikalem [-pycoerrytrinu
jeho oxidacnim Cinidlem ABAP-2,2-azobis-2-metyl-propionamidinem.

e TRAP — obdoba metody ORAC, zaloZena na principu zpomaleni oxidace
cilového reagentu pfidanym (méfenym) antioxidantem, kde jako radikal
slouzi peroxylovy radikal vytvareny tepelnym rozkladem ze sloucCeniny
AAPH/ABAP.

e CB - jde o0 metodu podobnou pfedchozim, kde dochazi k odbouravani
krocinu nebo karotenu peroxylovym radikalem ROQO¢«/LOO* generovanym
AAPH nebo excitovanym lipidy.

e |ILO - tato metoda je zalozena na principu umélé autooxidace kyseliny
linolenové nebo LDL pusobenim AAPH nebo Cu?*. (Prior et al., 1999),

kdy se oxidace zpomali po pfidani antioxidantu.
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e |UO — metoda se pouziva k méreni rychlosti spotfeby kysliku, kdy je

substratem styren, indikatorem azoisobutyronitril a standardem tokoferol.

Kazda z vyse zminénych metod ma své uplatnéni, ale i nevyhody, kvuli
kterym se ji v nékterych pfipadech vyhnout. Nékteré vyhody mohou byt
napfiklad ty, ze metoda ORAC byla kvili moznostem rozsifeni jejiho uplatnéni
modifikovana s pouzitim smési acetonu a vody. (Wu et al. 2004, Huang et al.,
2002) Metoda TRAP ma dobrou detek&ni schopnost pro vSechny znamé druhy
antioxidantt preruSujicich fetézovou reakci lipidl, ale je relativné naro¢na na
Cas. (Frankel, et al., 2000) Podobné nevyhody jako metody ORAC a TRAP ma
i metoda CB. Tato metoda je ale navic jesté velmi citliva na udrZeni konstantni
teploty. PouZiti Cu®* u ILLO metody je problematické kvili jeho reakci
s peroxidanty lipida a dal$i nevyhodou této metody je i problematické ziskavani
LDL, protoze se jednotlivé ziskané Sarze mohou liSit a to sniZuje moZzZnost
reprodukovatelnosti metody. [UO metoda ma mnoho nevyhod a proto se moc
nepouziva. Hlavni nevyhody zde jsou nerealny tlak kysliku a také relativné

nizka citlivost metody.

2) SET metody

Do této skupiny metod fadime ty, pfi kterych dochazi k pfenosu elektronu.
Spadaji sem metody:

e FC (Folin — Ciocalteu) — jde o metodu vytvofenou pro analyzu proteind,
ale brzy byla rozSifena i pro analyzu celkovych antioxidantd ve vinech.
(Singleton et al., 1999) Pfi metodé dochazi k oxidaci fenolu molybden-
wolframovym reagentem. Nevyhodou této metody je velké mnozstvi latek
nepatficich mezi zdravi prospésné antioxidanty, které zvySuji namérené
hodnoty a také to, Zze reakce probiha pouze v silné zasaditém prostfedi
a je tedy velmi nachylna zménam pH smési.

e FRAP — metoda byla vyvinuta pro méfeni redukéni schopnosti plasmy,
ale nasledné byla nékolikrat upravena a pfizplsobena k pouziti pfi
mérfeni antioxidantu v rostlinnych extraktech. (Proteggente et al., 2002,
Gil, 1999, Pellegrini et al., 2003) Hlavnim principem metody je pfenos

elektronu antioxidantu na Zelezitou slouceninu 2,4,6-tripiridil-s-triazin, kdy
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pfi tomto procesu je trojmocny ion Zeleza redukovan na dvojmocny.
Tento je pak barevny a jeho koncentraci Ize zméfit na spektrofotometru
pfi vinové délce 593 nm. (Benzie, Strain, 1996) U metody jde hlavné
o redukéni schopnost sledovaného vzorku a mnohé antioxidanty tak
nejsou metodou detekovatelné. Vysoké hodnoty namérfené FRAP
metodou mohou poukazovat na schopnost latek stat se prooxidanty, a
tim byt v ur€itych podminkach propagatory radikalovych reakci. (Cao
et al., 1997)

DPPH — u této metody je vyuzivano schopnosti 2,2-difenyl-1-
pikrylhydrazylu existovat jako radikal a reagovat s vodikovymi donory.
Tento dusikovy radikal je stabilni, a proto je i komeréné dostupny a neni
nutné jej generovat jen pfed analyzou. Radikal je fialové zabarveny a pfi
metodé DPPH dochazi k méfeni poklesu zabarveni vzorku, ktery je
umérny mnozstvi inaktivovaného radikalu antioxidanty. Pokles
absorbance je méfen spektrofotometricky pfi vinové délce 515nm.
(Bondet et al.,1997) U latek se silnymi vodikovymi vazbami, jako jsou
napfiklad metanol a etanol, je ale prubéh reakce velmi pomaly a je téz
problém nepfistupnosti velkych molekul antioxidantu k reakénim mistiim
DPPH. (Cadenas et al., 2002) Celkové je ale metoda €asto pouzivana, je
rychla a jednoducha.

TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) zvana téz ABTS - je
dalSi ¢asto pouzivana jednoducha metoda. Jejim principem je vytvareni
radikald pomoci oxidantu a ABTS, kde je vznikly radikal barevny
a sledované antioxidanty tento radikal inaktivuji, ¢imz snizuji zabarveni.
K vyhodnoceni se pouzivaji vinové délky 415 nm a 734 nm. (Cano et al.,
2000)

CUPRAC, AOP-490 — obé tyto metody jsou velmi podobné FRAP, ale
zelezné ionty v reakci jsou nahrazeny ionty médi. U CUPRAC metody jde
0 neocuproin (2,9-dimetyl-1,10-fenantrolin), ktery ma absorplni
maximum v 450 nm a v metodé AOP-490 se uziva batocuproin (2,9-
dimetyl-4,7-difenyl-1,10-fenantrolin) s absorbcnim maximem ve 490 nm.
(Apak et al., 2004)
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PB — u této metody je redukovan hexakyanozZelezitan fenolovymi
slouCeninami na hexakyanozeleznatan zbarveny modfe. (Price et al.,
1977)

4AAP — je metoda vhodna pro stanoveni fenolu, glukézy a peroxidu.
Uzivana je malo a pfipadné pouze u vina. 4-AAP (4-aminoantipyrin) tvori
v alkalickém prostfedi s fenoly Cervené barvivo a je mozné stanoveni
spektrofotometrem pfi vinové délce 510 nm. (Stratil et al., 2006)

DMPD — metoda uzivana u hydrofilnich sloucenin je zaloZzena na oxidaci
N,N-dimetylfenylenediaminu chloridem sodnym za vzniku barevného
roztoku, ktery lze méfit pfi 505 nm. Pfitomnost antioxidantu inhibuje
celou reakci. (Schleisier et al., 2002)

Sonoluminiscencni stanoveni antioxidacni kapacity — pfi této metodé se
vyuziva ultrazvuku ke generovani reaktivnich forem kysliku akustickou
kavitaci. Takto vzniklé radikaly reaguji s latkami v okoli a tim tvofi dalSi
formy radikalt. (Mcmurray et al.,1999) Pfida se mensi mnozstvi luminolu
a vzniklé radikaly jej napadaji. Pfidanim antioxidantu, ktery bude
inaktivovat volné radikaly, se snizi svételna odezva luminolu a pokles
této hodnoty Ize vyjadfit jako antioxidacni kapacitu, ktera je porovnavana
s libovolnym antioxidantem. Pokles antioxida¢ni kapacity se ovSem

neprojevuje Uumeérné, ale zato velice pfesné. (Yingchun et al., 2010)

3) Metody urcujici inaktivaéni schopnost kyslikovych radikalt

TOSC — metoda, kde se vytvafi etylen a ten je nasledné méren pomoci
plynové chromatografie. Jedna se o slozitou a zdlouhavou metodu, kde
je nutné Casté opakovani a nakonec slozité matematické vyhodnoceni.
(Lichtenthaler et al., 2005)

SOS - pfi této metodé je generovan superoxidovy radikal a kyselina
mocova, kdy obé tyto sloZzky lze detekovat spektrofotometricky pfi
vinovych délkach 290 nm a 550 nm. Vysledky metody SOS je tfeba
velice slozité vyhodnocovat. (Arts et al., 2003)

Inaktivace peroxidu vodiku — jde o oxidaci peroxidu vodiku peroxidazou
a pfitomnost antioxidantu tuto reakci inhibuje. Vysledky jsou ale tézko

interpretovatelné, protoZze povaha reakci je nejednoznacna a mohou
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probihat naraz rlizné reakce s rozdilnou kinetikou. (Martinez-Tomé et al.,
2001)

Inaktivace hydroxylového radikalu — jde o méfeni schopnosti inhibice
hydroxylového radikalu antioxidanty, kdy je méfen ubytek fluorescence
s a bez antioxidantu v roztoku. Metodu lze dobfe vyhodnocovat a je
pouzitelna i pro stanoveni chelataéni schopnosti antioxidantt ke kovim.
(Ou et al., 2002)

4) Chemiluminiscenéni metody

CL - principem metody je méfeni antioxidacni kapacity na zakladé reakci
radikalového oxidantu se slou¢eninou markeru, kdy je generovano svétlo
v excitovaném stavu. Pfi pritomnosti antioxidantu je intenzita
generovaného svétla omezovana. (Whitehead et al., 1992)
K vyhodnoceni slouzi Cas potfebny ke snizeni generovani svétla. Metoda
je velmi citliva a je tfeba pouziti citlivych pfistroji, také ale reakce
probihajici béhem doby méfeni mohou ovlivihovat namérené hodnoty.
(Cadenas et al., 2002)

PCL — u této metody je hlavnim principem generovani superoxidového
radikalu z fotosenzitizéru plusobenim svétla. Fotosenzitizér a zaroven
i reagent je v reakci luminal. U reakce jde o zaznamenani intenzity svétla
vzniklého v pribéhu reakce. Pfi pfitomnosti antioxidantu je opét intenzita
svétla v pribéhu reakce snizena. Je tfeba specialni pfistroj Photochem

Bux uréeny pro méfeni antioxidantt touto metodou. (Prior et al., 2005)

Existuji i dalSi metody pro stanoveni antioxidaCni kapacity, které pouzivaji

rizné principy a mnohé jsou ve stadiu vyzkumu. Z vy$e zminénych metod pro

stanoveni antioxidaCni kapacity se zaméfime na dvé hlavni, které byly pouzity

dale v praktické Casti. Zde si znovu stru¢né pfiblizime jejich charakteristiky
a principy.
3.4.4.1 Metoda DPPH

Jedna se o jednu ze zakladnich metod pro stanoveni antioxidacni aktivity.

Je zalozena na principu reakce testované latky se stabilnim radikalem
difenylpikrylhydrazylem — DPPH (1,1-difenyl-2-(2,4,6-trinitrofenyl)hydrazyl). P¥i

této reakci se redukuje radikal za vzniku -H (dyfenylpikrylhydrazin) a nejCastéji
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se toto stanoveni provadi spektrofotometricky. (Paulova, Bochofrakova,
Taborska, 2003)

3.44.2 Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Potential)

Metoda FRAP je zalozena na redoxni reakci, kdy reaguji antioxidanty
vzorku s komplexem Fe®" 2,4 6-tri(2-pyridyl-1,3,5-triazin) (Fe**-TPTZ). Sleduje
se narlst absorbance pfi vinové délce 593 nm, ktery odpovida mnozZstvi
komplexu Fe*-TPTZ a ktery je pak mirou antioxidaéni kapacity vzorku. Tato
metoda ma ale nevyhodu pro stanoveni polyfenolickych latek a thiolt ve vzorku.
Probiha v nefyziologicky nizkém pH (3,6) a polyfenolické latky a thioly pak
nejsou zachyceny, protoZze s komplexem reaguji velmi pomalu. Metoda FRAP
tak jen zobrazuje schopnost latek vzorku redukovat ionty Fe®*. (Paulova,
Bochofakova, Taborska, 2003)
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3.5 Konzervace mléénym kvasenim
VétSina potravinovych druhid se svymi vlastnostmi fadi mezi potraviny,
které snadno podléhaji zkaze. Z tohoto divodu se pro prodlouzeni jejich
trvanlivosti pouzivd celd fada konzervaénich metod. Rada modernich
konzervacnich metod je zalozena na snaze respektovat a zachovavat nutricné
vyznamné slozky surovin a produktl a také jejich smyslové vlastnosti. (Ingr,
1999, Cagno et al., 2013)

MIécné kvaseni zeleniny je jeden z nejstarSich zpusobl konzervace pro
delSi uchovani vybranych zeleninovych druhd. Mléné kvaseni neboli
fermentaci provadi morfologicky heterogenni skupina mikroorganismu — bakterii
mlécného kvaSeni (Lactobacteriaceae), které maiji specifické naroky na
prostfedi a vyzivu. Protoze neobsahuji cytochromy, nemaji ani dychaci fetézec
a chybi jim i bézné anabolické drahy. Jedna se ale o fermentujici organismy.
(Balastik, 2001)

MiéEnym kvaSenim se rozumi komplexni mikrobiologicky pochod
ovlivnitelny mnoha Ciniteli. Mezi ty hlavni a nejvice patrné Ize zafadit teplota,

koncentrace soli a pfistup vzduchu k suroviné €i jeho zamezeni. (Hor¢in, 2004)

3.5.1 Bakterie mlééného kvaseni

V procesech mlééného kvaSeni prevladaji bakterie rodu Lactobacillus.
K hlavnim zastupcum patfi skupiny Lactobacillus plantarum a jim pfibuzné
bakterie z Lactobacillus arabinosus, Lactobacterium cucumeris fermentaci,
Lactobacillus casei a dalSi. Jedna se hlavné o streptobakterie, tedy o nevétvené
tyCinky, pospojované fetizky, které jsou samostatné nepohyblivé. Zminéné
bakterie zkvasuji cukry na pfevladajici kyselinu mlé€nou a druhotné produkty,

za které mizeme zminit acetylcholin a nékteré Zadouci aromatické latky.

Kromé vySe zminénych hlavnich zastupcl jsou pfi mlééném kvaseni
pfitomny i dalSi ddlezit¢ druhy mikroorganismlG. Znich Ize zminit
heterofermentativni koky Leuconostoc mezenteroides. Je to fylogeneticky méné
pfibuzna betaforma, které je pfisuzovana schopnost zpulsobit rychly vzrust
kyselosti prostfedi v dobé, kdy dochazi k pfechodu mezi prvni a druhou fazi

mlécného kvaseni. Tyto koky tvofi smés kyselin, a to kyseliny mlééné a octove,
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které jsou zastoupeny pfiblizné v poméru 1:1. Této smési se mlze vytvofit az
1%, ale po pocate€nim rychlém rozvoji koky ustupuji tyCinkovitym
streptobakteriim, které zpuUsobuji pozvolné prokvaseni celé hmoty, a to
i do hloubky. Hlavni divod, pro¢ heterofermentativni koky ustoupi ty€inkovitym

streptobakteriim, je citlivost kokd na zvySenou kyselost prostfedi.

Za mlé¢né kvaSeni je povazovan proces, kdy ze sacharidd metabolickou
¢innosti mikroorganismu vzdy vznikne kyselina mléna a podle kvantitativniho
a kvalitativnino  zastoupeni  této  kyseliny jsme  schopni  rozlisit

heterofermentativni a homofermentativni variantu procesu mlééného kvaseni.

Homofermentativni varianta se vyznacuje tim, Ze jedinym produktem je
kyselina mlé¢na a Ize ho také nazyvat mléénym kysanim. Je zpUsobeno
pritomnosti pravych bakterii mlééného kvaSeni Lactobacillus plantarum

a probiha podle rovnice:
C6H1206 = 2CH3 - CHOH - COOH

V pfipadé heterofermentativni varianty se jedna o kvaseni, kdy kromé
kyseliny mléné vznikaji vedlejSi produkty, plyny a Ize jej oznaCovat i jako
kvaseni. Probiha za pfitomnosti nepravych bakterii mlééného kvaseni, které
jsou smési vice druhu. VedlejSim produktem byva v prvé fadé kyselina octova,

dale pak etanol a CO,. Prubéh vyjadfuje rovnice:

2CgH1206 + H,O = 2CH3 - CHOH - COOH + CH3COOH + CH3z - CH, - OH +
2H, + 2CO,

VytéZznost kyseliny mlééné se vobou variantdch vyrazné |lisi.
U homofermentativniho kysani je teoreticka vytéznost pfiblizné 46%, kdezto
u heterofermentativniho muze tato vytéznost diky vedlejSim produktim
a procesim vzrust az k 60%. Na pribéhu mlééného kvaSeni se ale celkové

angazuje az 230 riznych druh( bakterii. (Kyzlink, 1958)

3.5.2 Pouziti €istych kultur
Pfi kvaseni je prioritni ziskat vysokou jakost kone¢ného vyrobku, proto se
k tomuto uCelu Casto pouzivaji Cisté kultury. Zalezi ovSem na suroving, zda je

pouziti Cisté kultury vhodné, €i je lepSi pouziti spontanniho kvaseni.
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Cisté kultury se pouzivaji ve formé zakvasu. Timto zakvasem se prolévaji
vrstvy stlaCované zeleniny ve kvasnych nadobach. Pro Cisté kultury je nutné
pouziti mléCnych bakterii a kvasinek, které pfi své Cinnosti netvofi produkty
metabolismu ve formé plynd. Dva hlavni zastupci pouzivanych druhu pro Cisté
kultury jsou Lactobacillus plantarum a Sacharomyces brassicae fermentaci. Pfi
pouzivani Cistych kultur je velmi dulezité nejen dodrZeni technologického
postupu, ale i spravné hygieny a provadéni spravné sanitace, protoze je vysoké
riziko zavleCeni nezadoucich mikroorganisma, kvadli kterym by pouziti Cistych

kultur naprosto ztratilo svdj smysl.

Dodrzeni spravného fermentacniho postupu s pouzitim kvasnych kultur,
okyselovanim a dodrzovanim spravnych teplot a podminek v prabéhu celého
kvasného procesu, jsou zakladnimi podminkami procesu. Pokud jsou dlsledné
dodrzeny, ziskame produkty s pozadovanymi vyzivovymi i senzorickymi
vlastnostmi. (Drdak, 1989)

Pokud chceme kvasit bézné zeli, neni potfeba pfidavat zakvas Cisté
kultury bakterii mlééného kvaSeni. Na zelnych listech se nachazeji v pfirozené
mikrofléfe vSechny druhy mikroorganismu potfebnych ke kva$eni. Z tohoto
divodu neni zadouci, aby pfed krouhanim dochazelo k prani zelnych hlavek,
doporucuje se pouze odstranit kostaly a nahnilé, plesnivé a silné znecisténé

povrchové listy. (Cagno et al., 2013, Kyzlink, 1958)

3.5.3 Produkty mlééného kvaseni

MléEnym kvaSenim vznikaji dva hlavni produkty, kterymi jsou kyselina
mlécna a kyselina octova, které redukuji pH prostfedi na hodnotu inhibujici
bakterie  hnilobnych, patogennich a toxikogennich pocesu. Jedny
z nejzavaznéjSich, velice nezadoucich a ¢&asto diskutovanych zastupcu
toxikogennich bakterii jsou Staphylococcus aureus, Bacillus cereus nebo
Clostridium botulinu. Z hnilobnych bakterii jsou to napfiklad bakterie rodu
Clostridium a Pseudomonas, z patogennich bakterii napfiklad rod Salmonella

a zastupce druhu Listeria. (Horcin, 2004)

Z hlediska konzervace je nejvyznamnéjSi vedlejSi produkt mlécného
kvaseni kyselina octova, které byva ve fermentovaném produktu pfiblizné

0,3-0,4 % z celkové hmotnosti. Optimalni pomér kyseliny mléné a kyseliny
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octové v produktu by mél byt 3:1. Z vedlejSich produktl se dale tvofi mensi
mnozstvi latek, které pfispivaji k zaobleni a uceleni vysledné chuti produktu.
Patfi k nim kyselina jantarova, propionova, mravenci, kapronova a valerova.
(Balastik, 1992)

3.5.4 Prubéh mlééného kvaseni

Hlavnim principem je, Ze k nakrouhané &i nadrcené suroviné je pfidana sul
Ci jeji roztok, a tim se uvolni zbyvajici bunécné Stavy v suroviné. PFfitomné
bakterie mlééného kvaseni pfeménuji cukry obsazené v tekutiné na kyselinu
mlécnou. Zalezi ovSem na vhodnych podminkach jako jsou v prvni fadé teplota
a anaerobni prostfedi. Kromé Zadoucich kmenu bakterii jsou ve smési pfitomny
i zastupci dalSich mikroorganismU, které mohou vytvaret alkohol, kyselinu
octovou, maselnou a jiné nezadouci latky. Tyto vedlejSi mikroorganismy jsou ve
smési ale ovlivihovany béhem kvasného procesu napfiklad zménou kyselosti
prostfedi (pH). (Kyzlink, 1988, Cagno et al., 2013)

3.54.1 Faze 1

Pro zaCatek je tfeba surovinu nafezat ¢i nadrtit a tuto krouhanku nebo drt
pak s pribéznym pfidavanim soli udusat do kvasnych nadob. Pak nastupuje
prvni faze mikrobiologickych a chemickych aktivit. Rostlinné pletivo suroviny
odumira a rozvijeji se v celé hmoté anaerobni organismy. Ty spotfebovavaji
kyslik, ktery je v hmoté ze vzduchu nebo uvolnény z odumirajicich pletiv. Mezi

tyto anaerobni mikroorganismy patfi bakterie ze skupiny Coliaerogenes.

V této prvni fazi mlé€ného kvasSeni jsou tvofeny prfedevSim aromatické
a chutové latky kvaseného produktu. Vedle hlavni kyseliny mlééné zde probiha
i tvorba kyseliny octové, mravendi, jantarové a alkoholl. Protoze béhem této
faze probiha i tvorba plynu, je Casté silné pénéni. (Kyzlink, 1958)

3.5.4.2 Faze 2

Ve druhé fazi mlééného kvaseni prevladaji procesy zplsobené
heterofermentacnimi mléénymi bakteriemi. Ty v této fazi produkuji az 1% vyse
zminénych produktd a zarovenn u toho dochazi i k dalSi produkci kyseliny
mlécné. Vyznamnymi zastupci jsou v této fazi bakterie ze skupiny Leuconostoc

mesenteroides.

38



Prvni a druha faze spole¢né trvaji pfiblizné 10 dni. Tato doba je ovSem

zavisla na podminkach a prostredi, kde ke kvaseni dochazi. (Kyzlink, 1958)

3.54.3 Faze 3

zde c&innost homofermentativnich mlécnych bakterii, které pfi své cinnosti
neprodukuji plyny ani jiné zplodiny a produkty metabolismu. Cely proces je
pfisné anaerobni za idealnich teplot kolem 20 °C. Hlavni zastupce je v této fazi
Lactobacillus plantarum. V 1 ml kysané Stavy suroviny se mize vyskytovat az

nékolik milionud jedincl tohoto druhu.

To vSak plati pouze za dodrzeni pfiznivych podminek. Pokud jsou
podminky nepfiznivé, muze na pocatku této faze nastoupit nespravna varianta
kvaSeni a muze dojit k vyvoji nezadoucich bakterii, které produkuji kyselinu
maselnou. Vliv teploty pro vznik kyseliny mlééné muizeme pozorovat na
zpomaleni mikrobiologické aktivity a tim i nizSi tvorbé kyselin, pokud se teploty
snizi. Tim také pravé muze dochazet ke vzniku nezadoucich latek v produktu.

Podobné, jako nizké teploty, plsobi i teploty vy$Si nez 30 °C. (Kyzlink, 1958)

Ve treti fazi se v pfiznivych podminkach zacina hromadit kyselina mié¢na,
ktera potlacuje cinnost samotnych mlécnych bakterii. Zaroveri se mohou
v kyselejSim prostfedi zacCit dobfe mnozit plisné a povrchové kvasinkové
mikroorganismy, coz muze vést k odkyseleni produktu a s tim spojeny rozpad
kyseliny mlécné. Tyto mikroorganismy se fadi mezi aerobni a mohou snaSet
i vysoké teploty, proto je doporu€ovano snizeni teploty produktu na 0 — 2 °C.
Timto postupem je mozné zachovat vysokou jakost produktu po delSi Cas.
(Drdak, 1989)

3.54.4 Faze 4

Posledni fazi mlééného kvaseni je faze Ctvrta. Prevlada v ni &innost
Lactobacillus brevis, kvasinek a dalSich heterofermentativnich bakterii. Posledni
zbytky cukri ve hmoté jsou pfeménovany na kyselinu mlé¢nou, alkohol a dalSi

latky.

Celkové trva cely proces mléného kvaseni za optimalnich podminek 3 - 6

tydnu. Pokud jsou teploty pod 15 °C, zpomali se cely proces fermentace az na
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nékolik mésicu. Teploty pod 15 °C totiz zpUlsobi, Ze jsou Castecné vyfazeny
konkurencni bakterie octového a maselného kvasSeni, kdy pro octové kvaseni
jsou idealni teploty 27 - 35 °C a pro kvaseni maselné teploty v rozmezi
35 - 41 °C. Proto je doporuCovano pocatecni rozkvasené zeleninové hmoty pfi
teplotach kolem 21 °C a nasledné ji pro kvasny proces ulozit do nizSich teplot.
V chladnéjSim prostfedi je sice prodlouzen Cas celého procesu kvaseni hmoty,

ale hloubka jejiho prokvaseni je pfi nizSich teplotach lepsi. (Kyzlink, 1958)

3.5.5 MIécné kvaseni jako konzervaéni metoda

Kvasné metody a nakladani do soli jsou jedny z nejstarSich metod
konzervace, které predchazely tepelnym zpusobum konzervace, mezi které
patfi pasterace a sterilace, i konzervacnim zplsobim pouzivajicim nizké
teploty, jako je mrazeni. Po zavedeni konzervace teplem a nizkymi teplotami do
praxe spole¢né se zavedenim vhodnych obalovych materialt, uzavért a také
chladicich a mrazicich zafizeni, jsou tyto varianty uchovy potravin dostupné
i pro béznou domacnost. Tim bylo ale v primyslové vyspélych oblastech
mlécné kvasSeni postaveno az na druhé misto v metodach uchovy potravin.
V dnedni dobé ale mléné kvaseni ziskava opét svlj vyznam, protoze se do

popredi dostava snaha o vyrobu co nejkvalitngjSich produktd. (Drdak, 1989)

U produktd mlééného kvaseni ma vznikla kyselina mlééna a nékteré
pridruzené produkty velké konzervaCni ucinky, které se projevuji pfedevsSim
proti hnilobnym mikroblim. Kyselina mlééna sama o sobé v koncentraci
vyprodukované mlé¢nym kvasenim by nestacCila k zakonzervovani produktu,
proto je dllezita i faze, kdy se v produktu vytvori jisté mnozstvi kyseliny octove,
antibiotik a etanolu. Tohoto jevu je vyuzivdno pfi klasické metodé
biokonzervace pouzivané napfiklad pfi vyrobé kvaseného zeli, okurek a také

u dalSich kvasenych zeleninovych produktua. (Kyzlink, 1988)

3.5.6 Kvasné nadoby

U nadob uréenych pro kvaseni je hlavnim parametrem material, ze
kterého jsou vyrobeny. Mezi hlavni vlastnosti takového materialu patfi, ze jejich
vnitfni povrch nesmi ohrozovat pribéh kvaseni a musi byt také odolny vuci
kyselinam. DalSim dllezitym pozadavkem je snadna uzaviratelnou nadoby, aby

bylo mozné zajistit suroviné a kvasnému procesu anaerobni prostredi.
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NejCastéji jsou tedy kvasné nadoby zhotoveny ze dfeva, kameniny, skla a

dalSich materiall splfujicich pozadavky. (Kyzlink, 1958)

Vhodna je také moznost zatizeni suroviny v nadobé, protoze béhem
kvaSeni je surovina nadzvedavana plyny, které béhem kvaseni vznikaji a mohlo
by tak dojit k nadzvednuti uzavéru a poruseni anaerobniho prostfedi v nadobé.
(Drdak, 1989)

3.5.7 Skladovani kvasenych produktt

Mlécné kvaSena zelenina je i po skonCeni procesu kvasSeni zivou
potravinou a tim je ovSem také podminéna jeji udrznost. Pfi nasledném
skladovani produktu je hlavnim skladovacim faktorem teplota a jeji udrzeni
v optimalnim rozmezi 0 - 10 °C. Skladovaci teploty niz§i nebo vySSi jsou
nevhodné, vdanych pfipadech muze dojit k rozvinuti mikrobiologickych

procesuy, a to i téch nezadoucich. (Kyzlink, 1958)

Procesem sterilace, pfi kterém se produkt zahfeje na 70 - 75 °C a
nasledné pini do obalovych materialt a chladi, I1ze zvysit trvanlivost vysledného
produktu. (Balastik, 2001)

3.5.8 Kazy a znehodnoceni kvasenych produktt

V pripadé, ze dojde k necistému mléénému kvaseni, dochazi v produktu
ke vzniku nejen kyseliny mlécné, ale i kyseliny octové, oxidu uhli¢itého, vodiku
a dalSich, velice ¢asto nepfijemné pachnoucich latek, mezi kterymi mohou byt
kyselina maselna a sirovodik. Pavodci vzniku téchto nezadoucich latek jsou
Esterichia coli, Lactobacillus brevis a Leuconostoc mezenteroides. Pro tyto
nezadouci procesy necistého a smiSeného kvaseni neni na prekazku anaerobni
prostfedi hmoty ani jeji vysoka kyselost. Mohou probihat v téchto nepfiznivych

podminkach stejné, jako za pfistupu vzduchu. (Kyzlink, 1988)

Mezi hlavni z nezadoucich procesi muzeme zafadit mikrobiologické
procesy a jejich nasledné latkové zmény produktu. V hlavnich slozkach zeleniny
jsou v této skupiné pfitomny bakterie, kvasinky a plisné a pro prodlouzeni
uchovnosti surovin a produktli ze zeleniny je proto tedy dulezité, do jaké miry se
podafi z hmoty odstranit tyto plvodce nezadoucich mikrobialnich zmén.

V poCateCnich fazich se tyto nezadouci zmény projevuji zménou barvy
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a konzistence suroviny ¢i produktu a také zménou jejich chutovych
a aromatickych vlastnosti. V dalSi fazi pak dochazi k rozsahlejSimu rozkladu
suroviny spojenému se ztratou cennych zivin. Nakonec dochazi k vyraznym
zménam ve vlastnostech celé suroviny a vysledného produktu a k jeho celkové
degradaci. (Némec, 1987)

Na zeleninu se mnoho mikroorganismu dostava jiz béhem vegetace. Vliv
ma na to pasobeni hmyzu, prachu i pfipadny styk se zemi, ovdem na zdravych
plodinach a plodech se tito saprofyté nemnozi a k jejich pfipadnému rozvoji
dochazi az tehdy, nastanou-li pro né pfihodné podminky. Pfikladem téchto
podminek mohou byt rizna onemocnéni pletiva plodiny, jeji pfezrani i sklizen.
Pro bakterie jsou idealnimi hostiteli zastupci zeleninovych druhu, protoze
zelenina ma nizsi obsah kyselin. Pro zastupce plisni a kvasinek jsou to naopak

prostiedi. (Ingr, 1999)

3.5.8.1 Bakterialni napadeni

NejpocetnéjSi  skupinu  zastupcl mikroorganismu tvofi  bakterie,
jednobunécné organismy, které byvaji ve tvarech tycinek, spiral nebo kulovité
a které se za normalnich pfiznivych podminek mnozi délenim. Organismy

to mohou byt jak aerobnich druhd, tak i druht anaerobnich.

Zavazné problémy v suroviné mohou zpUsobit také sporotvorna klostridia
a bacily. Tyto skupiny mikroorganismd jsou velmi odolné k teploté a dalSim
omezujicim vlivim diky tomu, Ze jejich spory obsahuji konstitu¢né vazanou

vodu, a tak jsou fyziologicky suché. (Horc€in, 2004)

Pro kazdy jednotlivy druh i rod bakterii je specificky jiny vztah
k potravinam a surovinam rostlinného puvodu, a tak i jejich reakce na zasahy

v prostiedi a jeho zmény jsou kazdému rodu a druhu specifické. (Ingr, 1999)

3.5.8.2 Vliv kvasinek

Kvasinkami nazyvame prevazné jednobunécné organismy, které se radi
do tfid Ascomycetes, Basidomycetes a Deuteromycetes. Na rozdil od vySe
zminénych bakterii maji spory kvasinek mnohem mensi odolnost vac&i vnéjsim

vlivim za nepfiznivych podminek prostifedi. Kvasinky se mnozi pu¢enim a jen
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ve velmi ojedinélych pfipadech muize dojit k rozmnozZovani jedincu délenim.
(Kyzlink, 1958)

Pro kvasinky je idealni kyselé prostfedi, které musi obsahovat alespon
minimalni mnozstvi kysliku, které je pro né nezbytné. Kvasinky jsou takeé velice
naro¢né na zdroje energie. Jejich primarnim zdrojem je cukr, a to v mnoha
svych formach. Pfesny typ cukru si kvasinky casto vybiraji. DalSimi
vyznamnymi latkami pro kvasinky jsou nékteré vitaminy, mineraly a vyznam ma
i amoniakalni dusik. (Drdak, 1989)

3.5.8.3 Napadeni plisnémi

Z botanického hlediska radime plisné do kategorie pravych hub. Jsou to
jedno Ci vice bunécné houby, které vytvareji rourkovita a nalevkovita vlakna,
ktera nazyvame hyfy, a nasledné vytvareji makroskopicky viditelné porosty.
Plisné preferuji prostfedi s vyS§im obsahem cukrd a nejlépe s pH 3-6.
Z hlediska teplot jsou plisné citlivé k zahfevu, ale dobfe se mohou pfizpusobit
nizSim teplotam, a pokud jde o pfistup kysliku, jedna se o striktné aerobni
organismy citlivé k rychlému pohybu vzduchu. Mnohé druhy plisni tvofi

nebezpeéné mykotoxiny a mnohdy i specificky zapach. (Ingr, 1999)

3.5.84 Biochemické zmény

Chemickymi a fyzikalné-chemickymi pochody v zivych organismech
a strukturach jsou iniciovany biochemické pochody, které maji dulezity vliv i na
fyziologické déje organismu a jejich projevy, jakymi mohou byt napfiklad rust i
starnuti. (Kyzlink, 1958)

V konzervarenském a zpracovatelském primyslu maji hlavni vyznam
biochemické pochody probihajici v plodu, ktery byl oddélen od matecné rostliny,
protoze tento zasah ma velky vliv na poruseni rovnovahy latkové vymény plodu
pfed oddélenim. To ma za nasledek poruseni stavajiciho sledu enzymatickych
reakci a poCatek zmén jakosti danych potravin. Typickymi Ciniteli téchto
biochemickych zmén jsou hlavné kyslik, voda, svételné zafeni a teplota, ale

i rizna chemicka cinidla. (Némec, 1987)

Podle skladovacich podminek biochemické zmény postupuji rdznou

rychlosti. Dochazi ke zméné vnéjSich vlastnosti suroviny i zhorSeni jeji vyzivove
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kvality. Kromé vzhledu, chuti a konzistence suroviny se méni i obsah vitaminud
a cukra. Prizpsobenim optimalnich skladovacich podminek Ize vétSinu téchto

nezadoucich biochemickych zmén podstatné ovlivnit. (Ingr, 1999)

3.5.8.5 Chemické latky
Pfimy i nepfimy vliv na vlastnosti suroviny a produktu midze mit i pasobeni
chemickych c¢inidel, ktera pulsobi vétSinou pfi skladovani plodiny. Mnoha

chemicka Cinidla jsou totiz vyznamnymi katalyzatory reakci.

Mezi pfisadami, které pfiznivé okyseluji prostfedi a tim méni jeho pH, na
kterém je zavisla stabilita vyrobkl, jsou organické kyseliny. Dvé hlavni
prevladajici kyseliny jsou kyselina citronova a octova, dalSimi pak jsou kyselina
benzoova, sorbova a v nékterych pfipadech se vyuziva konzervacnich

vlastnosti jejich soli.

Nepfiznivé vlivy chemickych latek jsou patrné napfiklad u kovu, které
I v nepatrném zastoupeni katalyzuji nezvratné oxidacni pochody, podileji se na
odbouravani vitaminu C pfitomného v suroviné a jsou i pfi¢inou nezadoucich
senzorickych zmén. Témi mohou byt zmény chuti a viiné produktu i jeho barvy.
Mezi tyto kovy patfi Zelezo, zinek, cin, hlinik, méd a olovo a i kdyz nékteré
z nich jsou ve stopovém mnozstvi pro lidsky organismus nezbytné pro spravnou
funkci metabolismu, ve vy§Sich mnozstvich jsou naopak Skodlivé. Zvlasté olovo,
zinek a méd mohou zpusobovat i otravy a z tohoto divodu jsou jejich mnozstvi

v potravinach pfisné kontrolovana normou. (Drdak, 1989)

3.5.8.6 Teplota

Mezi podstatné faktory ovliviujici vétSinu chemickych, biochemickych
i fyzikalné-chemickych pochodu patfi teplota. Plsobeni nizkych teplot nebo
teplot pod bodem mrazu, dochazi k naruseni rostlinnych pletiv a bunék, coz
jsou nepfiznivé projevy, které mohou nastat i pfi kratkodobém puasobeni téchto
teplot. Po opétovném zvyseni teploty dochazi u postizené suroviny vétSinou
k rychlé zkaze. Podobné projevy mohou nastat i pfi delSim pusobeni vy$Sich
teplot ¢i jen nahlému zvySeni teplot. To se projevuje zrychlenim chemickych,
biochemickych a fyzikalné-chemickych pochodu v suroviné a tim dochazi
k nezadoucim zménam v chuti, barvé, konzistenci a vlni surovin i vyslednych
produktud. (Kyzlink, 1958)
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3.5.8.7 Svétilo
Plasobenim svétla na hmotu suroviny €i produktu muze dochazet také
k vnéjSim zménam hmoty a ke ztratdm jeji nutriCni hodnoty, jelikoz svételné

zareni patfi mezi zakladni Cinitele mnohych oxida¢nich procesu.

Proti témto nepfiznivym projevim svételného zafeni je u€innou obranou
pouziti nepruhlednych &i neprlsvitnych obald pro uchovani potravin, nebo
oball, které pohlcuji ze svétla alespori nékteré vybrané vinové délky. K témto

moznostem je dobrym pfikladem pouZzivani riznych variant zbarveného skla.

Hlavni u€innou moznosti ochrany suroviny, polotovaru a finalnich vyrobk
pfed svételnym zafenim je i jeji ukladani v temnych skladech, do nichz je

pristup zafeni zamezen upiné. (Némec, 1987)

3.5.8.8 Mechanické kazy

Jak zminuje Drdak (1989), zkomplexniho uhlu pohledu dochazi
mechanickym poskozenim a naslednym vyvojem v téchto mistech ke zhorSeni
senzorické a trzni hodnoty suroviny i produktu. Dochazi k urychleni
biochemickych zmén a tato zranéna mista jsou pfiznivym vstupem pro
nezadouci mikroorganismy, kdy v8echny tyto pochody vedou k nezvratné zkaze

produktu.

Dle Kyzlinka (1958) patfi k mechanickym poskozenim produktl i nékteré
fyzikalné-chemické procesy, kdy vlivem mechanického poSkozeni je naruSena
biochemicka rovnovaha plodu a v zavislosti na tom je urychleno kazeni
suroviny. K mnohym pos$kozenim ruzného charakteru a zavaznosti dochazi

u zeleniny i ovoce jizZ béhem sklizné nebo vlivem pozeru hmyzem.
3.5.9 Prinosy a rizika kvasené zeleniny

3.59.1 Pfinosy spojené s konzumaci mlécéné kvasené zeleniny

Na prvnim misté vtéto oblasti je snaha o zvySeni podilu zeleniny
v bé&Zzném jidelni¢ku. Hlavnimi pfinosy by u kvasené zeleniny byla prevence
nadorovych a kardiovaskularnich onemocnéni. Pro dneSni sedavou dobu je
dilezité také snizeni denniho pfijmu energie spole¢né se zvySenim podilu

vlakniny ve stravé. Podle Udajl ¢eské Spole¢nosti pro vyzivu by denni pfijem
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ovoce a zeleniny mél dosahovat 600 g, a to v poméru ovoce k zeleniné 1:2.
(Dostalova et al., 2004)

Mlé¢né kvadeni zeleniny muze pfinaSet vyhody lepSi stravitelnosti a také
obsahem zivych bakterii mlécného kvaseni, které podporuji celkové traveni
stravy. Nezanedbatelny je také obsah vitamind, ktery se u vybranych druhu
zeleniny v prabéhu kvasSeni muze zvysSit. Velice dulezitou roli hraje
I konzervacéni stranka mlécného kvaseni, kdy dochazi k eliminaci nezadoucich
patogennich mikroorganismd, a tim se zvySi udrznost a trvanlivost celého
vyrobku. To muze byt velmi dudlezitym kritériem pro oblasti s nedostate¢nou
urovni kvality a dostupnosti potravin nebo pro jedince ve Spatném socialnim
postaveni. (Battcock, Azam-Ali, 1998)

3.5.9.2 Mozna rizika spojena s konzumaci kvasené zeleniny

Kontraindikace s dietami

Pfi  konzumaci mlééné kvaSenych produktl muze dochazet
ke kontraindikaci s nékterymi dietami. V nékterych pfipadech muze byt
nevhodny pfili§ vysoky obsah soli, ktery se u bézného kvaseného zeli
z hlediska procesu kvaseni a nasledné udrznosti pohybuje kolem 2 %. To mize
byt problémem napfiklad pro osoby, které dodrzuji dietni rezim omezujici pfijem
soli. (Machala, 2008, Svacina et al., 2008)

V pripadé diet Setficich je pro pacienty problémem vysoky obsah vlakniny,
ktery se ve kvasSené zeleniné a hlavné kvaseném zeli nachazi. Na druhou
stranu je tfeba zminit, ze u nékterych diet diabetickych a redukénich jsou

naopak tyto potraviny doporu€ovany. (Svacina et al., 2008)

Biogenni aminy

Bakterialni Cinnosti v pribéhu mlééného kvasSeni vznikaji v produktu
biogenni aminy. Ty mohou predstavovat urcité riziko i pfes to, Ze jejich obsah
v produktech  kolisa. Vznikaji v produktech nejCastéji dekarboxylaci
aminokyselin na aromatické (fenyletylamin, tyramin), alifatické (kadaverin,
spermidin, spermin, putrescin) a heterocyklické (tryptamin, histamin).

(KaroviCova, Kohajdova, 2005)
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PFitomnost biogennich amin0 v produktu maze také znacit stupen kazeni
se surovinami a také spravné skladovani konecnych hotovych produktu.
(Komprda, 2004)

U biogennich aminl je znam antioxida¢ni uc€inek, ale maji také pozitivni
vliv na funkci nervového, cévniho a imunitniho systému. Dale je jejich vliv
patrny také na regulaci bunéfného metabolismu a rdstu. (Karovi€ova,
Kohajdova, 2005)

Opatrni by vtomto pfipadé méli byt jedinci alergi¢ti, pacienti léCeni
pfipravky inhibujicimi monoaminooxidazu (MAO - za béznych okolnosti
zajiStuje jejich detoxikaci) a také osoby se zvySenym celkovym pfijmem

biogennich aminu v potravé. (Komprda, 2004)

Zavadné produkty

Mezi nejCastéjSi rizika spojena s mlééné kvasenymi produkty patfi
moznost, Ze u vyrobku do$lo k néjakému pochybeni v pribéhu vyroby a ve
vysledku je tento produkt z nékterého hlediska zavadny. Tato zavada muze
vzniknout u produktu ve tfech moznych urovnich procesu vyroby. Mize se
v prvé fadé jednat o pouziti nekvalitnich €i jinak znehodnocenych surovin
v poCatku vyroby produktu, druhou moznosti pochybeni muze byt Spatny
vyrobni postup a tieti urovni, kdy muze dojit k pochybeni, je pfi jeho skladovani,
kdy pfi nespravnych podminkach (teplota, nadoby, doba, atd.) muze taktéz dojit

k nezvratnym degrada¢nim zménam jiz konec¢ného produktu. (Kopec, 2000)

Kazda ztéchto tfi urovni procesu obsahuje faktory, které lze pozitivné
i negativné ovlivnit. V prvni urovni je tfeba pouzivat nepoSkozena a Cista
zelenina (u zeli se maji pouze odstranit prvni vnéjsi znecisténé listy). Surovina,
ktera je znecisténa prachem &i padou, poSkozena nebo napadena nezadoucimi
mikroorganismy ma urychlené procesy kazZeni a snizenou trvanlivost. Pokud se
jedna o déle uchovavany rostlinny material pro vyrobu, béhem doby skladovani
postupné klesa jeho hodnota tim, Zze klesa podil dobfe fermentovatelnych
sacharidi a také obsah Zadoucich bakterii mlé€ného kvaseni. (Goérner, Valik,
2004)
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NejCastéjSim faktorem pfi pochybeni ve vyrobnim procesu je vysledné
snizeni obsahu kyseliny mlécné, protoZze nedoSlo k dostate€nému rozvoji
bakterii mlééného kvaseni, nebo muze dojit k pfeviadajici tvorbé kyseliny
maselné, pokud se Clostridium butyricum pfi zvySeni teploty procesu
zpracovani premnozi. Vysledny vyrobek je pak senzoricky nepfijatelny stejné,

jako projevy Cinnosti hnilobnych bakterii.

Skladovani vysledného produktu je zavislé na faktu, Zze u druhotné
dbat na spravné skladovaci baleni vyrobku, kdy je zamezeno pfistupu vzduchu
a také o spravné skladovaci podminky, podminéné 0 - 3 °C pfi maximalni dobé
skladovani 15 dni. (Barto$, Kopec, 1989)

3.5.10 Stanoveni mlééného kvaseni

Béhem procesu mlé€ného kvasSeni dochazi kpfeménam cukrl
¢innosti bakterii mlééného kvasSeni. Na rozdil od kvaseni etanolového, vétSina
druht mlé¢nych bakterii zpracovava pfi své metabolické cinnosti vSechny

bézné cukry. (Ingr, 1999)

Prabéh mlééného kvaseni Ize sledovat pomoci charakteristického poklesu
rozpustné susiny zastoupené cukry ve hmoté a vzestupu titraCnich kyselin, kdy
ubytek rozpustné susSiny je pfimo zavisly na vzestupu titraCnich kyselin.
Surovina, kterda ma v pocatku kvaseni vétSi podil rozpustné susiny a tedy vyssi
pocateCni mnozstvi cukrid, ma i ve vysledku vy8Si podil titracnich kyselin.
(Sharma, Mishra, 2014)
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Rostlinny material

Jako material pokusu v letech 2014 a 2015 bylo pouzito bilé a Cervené
hlavkové zeli (Brassica oleracea L. convar. Capitata). V roce 2014 bylo bilé zeli
ze Skolnich pozemk v Lednici odridy Oklahoma, u ¢erveného zeli §lo o odradu
C¢erveného Dobrovodského zeli poskytnutou Ing. Pavlouskem, ktera byla
vypéstovana ve Vranovicich. V roce 2015 se jednalo u bilého o odridu Portoza
F1 a u ¢erveného o odridu Pourovo Cervené, obé tyto odrudy byly vypéstované
opét ve Vranovicich a dodané Ing. Pavlouskem. U bilé Portozy F1 a Oklahomy
se jednalo o typ zeli spiSe vhodny ke skladovani, u cCerveného Pourova

a Dobrovodského Slo o ¢ervenou obdobu kruharenského zeli.

Zeli bylo jako surovina k pokusu pouzito proto, Ze se jedna o jeden
z tradiCnich kvasenych zeleninovych druhd. U kvaSeni zeli se stale pouziva
starych klasickych metod, kdy se nakrouhané zeli necha spontanné kvasit
pomoci pfirozené mikroflory, ktera se naléza na povrchovych listech zelnych
hlavek. | pfi komerénim zpracovani ¢asto nebyva pouzivana Cista kultura, ale

spontanni kvaseni, kterého bylo vyuZzito i v tomto pfipadé.

Zelenina, ktera byla k pokusu pouzita, byla minimalné skladovana pfred
zalozenim pokusU z duvodu zamezeni vétSiho mikrobiologického poskozeni

suroviny, které by bylo nezadouci.
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4.1.2 Pristroje a pomucky

Spektrofotometr Specord ® 50 plus - od firmy Analytik jena
Analytické vahy — KERN ABJ 320-4 — od firmy Kern
Elektromagneticka michacka — IKA MS 3 digital — od firmy IKA
pH metr inoLab® Oxi 7310 — od firmy WTW

Bézné laboratorni sklo

Skleni¢ky — vialky uzaviratelné s tésnénim

Mikropipety Eppendorf Research plus

Manualni krouhac

4.1.3 Chemikalie a roztoky

DPPH (2,2-difenyl-1-pikrylhydrazil) — od firmy Sigma Aldrich
FeClI3 - od firmy Sigma Aldrich

TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin) — od firmy Sigma Aldrich
HCI — od firmy Sigma Aldrich

Kyselina octova — od firmy Merck

Octan sodny - od firmy Merck

Trolox — od firmy Merck

Methanol — od firmy Sigma Aldrich

Deionizovana voda - zafizeni Aqua osmotic

NaOH — od firmy Sigma Aldrich

Kamenna sul (NaCl) — od firmy Solné mlyny
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4.2 Metodika

4.2.1 Priprava rostlinného materialu
Zeli bylo po odstranéni povrchovych znecisténych listl a kostalu
nakrouhano na jemné prouzky manualnim kruhadlem a s pribéznym
pfidavanim porce soli namackano manualné do sklenic. Podil soli v kazdém
vzorku byl 2 %, tedy bylo pouZito 20 g kuchyriské soli na 1 kg zelné krouhanky.
Do kazdé sklenice se vzorkem bylo napéchovano 3,5 kg zelné krouhanky.
Tvorba krouhanky je zachycena na obr. 4 v pfiloze, plnéni sklenic na obrazku 5

umisténém také v pfiloze.

Pfi péchovani vzorkd byl vyvinut takovy tlak, Ze doSlo k odstranéni
nezadoucich vzduchovych kapes ve hmoté a krouhanka sama pustila vlastni
stavu, ktera vyplnila sklenice po okraj. Nebyla tedy pfidavana vibec zadna

voda.

Nasledné byly dany dvé vrstvy igelitového kryti, jedna na hladinu a druha
pres hrdlo nadoby, jak je vidét na obr. 6 v pfiloze. Kryti na hrdle lahve bylo

staZzeno gumou, aby byl znepfistupnén obsah pro vzduch.

VSechny nadoby byly uskladnény v mistnosti s primérnou teplotou 15 —

16 °C a v pravidelnych intervalech byly odebirany vzorky k analyze.

4.2.2 Odbér vzorku
Vzorky k analyze byly mikropipetou odebirany ihned po zaloZeni pokusu
(0. den kva$eni), dale pak 1., 3., 6., 8., 10., 13., 15,, 17., 20., 22. a 24. den

prubéhu kvaseni suroviny.

Pro analyzu byl pouzit nalev zkvasici zelné hmoty, u kterého se
predpoklada obdobné slozeni jako v zeli. Z kazdé sklenice se surovinou bylo
odebirano 10 ml vzorku Stavy z kvasici suroviny do uzaviratelnych sklenénych
vialek, které jsou vidét na obrazku 1 a 2. Vzorky byly doplnény 10 ml metanolu

a byly zamrazeny, aby mohla byt veSkera stanoveni provedena v jeden den.
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Obr. 1: Vialky s odebranymi vzorky Oklahoma 2014 pii temperaci pred

analyzou titracnich kyselin a antioxidacni kapacity

Obr. 2: Vialky s odebranymi vzorky Pourovo Cervené 2015 pfi temperaci pfed

analyzou titracnich kyselin a antioxidacni kapacity
4.2.3 Postup stanoveni titraénich kyselin a antioxida¢ni kapacity

42.3.1 Postup stanoveni obsahu titracnich kyselin

Obsah kyselin se méfi potenciometrickou titraci, kdy je pouzita
kombinovana elektroda pH metru. U této analyzy je méfena zména elektrického
potencialu sklenéné elektrody vnofené do zkoumaného roztoku. Elektricky
potencial se méni vlivem pusobeni iontd zkoumaného roztoku a iontu

sklenéného povrchu elektrody.

Pfi vlastni titraci je kvzorku umisténému na magnetické michacce
pfidavan 0,1mol*I* roztok NaOH o znamém faktoru az do pH 8,1 (bodu

ekvivalence). Mnozstvi spotfebovaného roztoku NaOH je nasledné podkladem
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pro vypocCet vesSkerych titraénich kyselin, které lze pfepocCist na konkrétni

vybranou prevladajici kyselinu, kterou je v tomto pfipadé kyselina mlécna.
Vzorec je nasleduijici: (a **0,009*10*100)/n = x [g*""]

e a = spotfeba 0,1 M NaOH v ml

o f = faktor roztoku NaOH

e 0,009 = (prepocitavaci faktor) mnozstvi [g] kyseliny mlé€né, odpovidajici
1 ml 0,1 M NaOH

¢ n = mnozstvi vzorku napipetovaného k titraci (s ohledem na fedéni)

e X = vysledna hodnota je vyjadifena v gramech kyseliny mlééné na 1 |

vzorku

4.2.3.2 Postup stanoveni antioxidac¢ni kapacity metodou FRAP

Stanoveni probiha v prostfedi octanového pufru spH 3,6 (4 ml
koncentrované kyseliny octové s 0,775 g octanu sodného v 250 ml vody)
a komplexu TPTZ (2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazin) v HCI (0,078 g TPTZ rozpustit
v 25 ml bance s vodou okyselenou 0,08825 ml 35% HCI).

Reakéni smés vznikne smichanim roztoku FeCl;.6H,O, TPTZ a pufru
v poméru 1:1:10. Pfi méfeni se do kyvety pipetuji 2 ml reakcni smési a 25 ul
nafedéného vzorku. Poté se obsah kyvety micha 10 sekund na trfepacce.
Absorbance se méfi po 10 minutach od zacatku reakce na spektrofotometru
v 10 mm kyveté pfi vinové délce 593 nm. Jako standard je pouZivan Trolox

o koncentraci zakladniho roztoku 0,5 mmol. (Hic, 2009)

4.2.3.3 Postup stanoveni antioxidaéni kapacity metodou DPPH
Do kyvety je napipetovano 1900 pl smési radikalového roztoku DPPH
v metanolu s koncentraci 0,1 mmol*I* a 100 pl nafedéného vzorku. Poté je

obsah kyvety michan na tfepacce po dobu 10 sekund.

Po 30 minutach od pocCatku reakce se méfi absorbance na
spektrofotometru v 10 mm kyveté pfi vinové délce 515 nm. Puvodné
tmavofialové zbarveni roztoku se odbarvuje a dochazi k poklesu absorbance.
Jako standard je pouzit Trolox s koncentraci zakladniho roztoku 0,5 mmol. (Hic,
2009)
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4.3 Stanoveni titracnich kyselin a antioxidaéni kapacity

4.3.1 Stanoveni titra¢nich kyselin vzorku

Pro stanoveni veSkerych kyselin ve vzorku bylo 5 ml vzorku z vialky (smés
2,5 ml §tavy s 2,5 ml metanolu) v kadince zfedéno destilovanou vodou, aby
doslo k lepSimu promichani a nasledné i k lepsi detekci pfi méfeni na pH-metru.
Do takto zfedéného vzorku, ktery byl postaven na magnetickou michacku, byla
vnofena elektroda pH-metru. Vzorek byl titrovan 0,1mol*I* roztokem NaOH
o faktoru 0,9671 az do bodu ekvivalence (pH=8,1). Prubéh zmén zabarveni
patrny uvzorkd cCerveného =zeli béhem titrace roztokem NaOH Kk bodu
ekvivalence zobrazuje obr. 3. Vysledna spotfeba roztoku NaOH byla pouZita do
vzorce pro prepocet na kyselinu mléénou, v némz byl bran i ohled na zfedéni
vzorku metanolem a nepocitalo se tedy s 5 ml vzorku ale pouze s 2,5 ml.
Kyselina mlé¢na byla vybrana pro pfepocet jako pfevladajici kyselina ve vzorku.

Vysledné hodnoty byly zaznamenany v tabulce 5 zafazené v pfiloze.

Obr. 3: Zmény zabarveni vzorku zeli odridy Pourova ¢erveného 2015 béhem
titrace roztokem O0,1mol*I* NaOH (riZova — pH 4,3; fialovéd — pH 7,0;

zelenomodra — pH 8,1)

4.3.2 Stanoveni antioxidacni kapacity vzorkii metodou FRAP
Prvni byla pfipravena kalibracni fada z 0,5 mMol roztoku Troloxu, a to
0 koncentracich po desetinach v fadé od 0,1 az do 0,5 mMol o objemu 1 ml.

Toto bylo pfipraveno do zkumavek typu Eppendorf.



Pro vlastni méfeni vzorkd bylo napipetovano 2 ml reakéni smési (FeCl3,
2,4,6-Tripyridyl-s-Triazine (TPTZ) a pufr) a 25 yl vzorku z daného odbéru. Tato
smés byla michana po dobu 10 s na tfepaCce a po 10 min zméfena. Méfeni
probihalo na spektrofotometru pfi vinové délce 593 nm za pouziti destilované
vody jako slepého vzorku. Vysledky méfeni jsou uvadény v pfilozené tabulce 6

jako mmol Troloxu na litr kvasené zelné Stavy.

4.3.3 Stanoveni antioxidaéni kapacity vzorki metodou DPPH

Pro méfeni metodou DPPH byla pfipravena kalibra¢ni fada, kdy bylo
pouzito roztoku radikalu difenylpikrylhydrazylu (DPPH), 0,5 mMol roztoku
Troloxu a metanol. Tyto latky byly napipetovany do 5. kyvet v objemech 2 ml
roztoku DPPH do kazdé z nich spolu s 20, 40, 60, 80 a 100 pl Troloxu a 80, 60,
40, 20 a 0 pl metanolu (v postupném pofadi objemu Troloxu a metanolu
jednotlivych kyvet). Kyvety byly michany po dobu 10 s na tfepacce a ulozeny na
30 min v temnu. Po uplynuti tohoto reakéniho €asu byly kalibraéni vzorky

zméreny na spektrofotometru pfi vinové délce 515 nm.

Byla provedena vlastni analyza odebranych vzork( (pfipravené vzorky
zobrazuje obr. 7 v pfiloze), kdy bylo davkovano 100 pl vzorku a 2 ml roztoku
DPPH. Kyvety se vzorky byly promichany na tfepacce a nasledné odloZzeny na
30 min do temna, aby mohla probéhnout reakce. Vlastni méfeni probihalo na
spektrofotometru pfi shodné vinové délce 515 nm a jako slepy vzorek byl pouzit
metanol. Vysledky uvedené v tabulce 7 v pfiloze jsou zapsany jako mmol

Troloxu na litr vzorku.

4.4 Metody vyhodnoceni vysledki méreni

Méreni byla provedena ve tfech opakovanich a pro vyhodnoceni vysledku
méFeni byly pouZzity programy Microsoft Office Excel 2007 a Statistica 12 od
spoleCnosti StatSoft. Pro zakladni pFfehled a vytvofeni grafli byly pouzity
vypolty zakladnich charakteristik, priméry a smérodatné odchylky. Pro
prokazani a potvrzeni vlivu sledovanych parametri byly pouzity zakladni

statistiky, analyza rozptylu ANOVA a nasledné i analyza korelace.
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5 Vysledky a diskuse

Béhem kvaseni zelnych materiald byly odebirany vzorky kvasné Stavy,
u kterych bylo pfedpokladano podobné sloZeni jako u zeli samotného, a které
byly podrobeny analyze. Pfi méfeni byly nasledné hodnoty pocitany na objem
zelné Stavy, protoZze nedoSlo k extrakci z rostlinného materialu, ale pouze

k odebrani pfirozené vzniklé zelné Stavy z kvasici suroviny.

Mé&feni byla provedena ve tfech opakovanich a vysledky méfeni titraCnich
kyselin i antioxidaCni kapacity (metodou FRAP a DPPH) byly zapsany do
tabulek (jako prumér opakovanych méfeni =+ smérodatna odchylka) a
zpracovany Vv programu Statistica 12. Hlavni popisné statistiky znazorriuje
tabulka 8 v pfiloze, v niZz jsou pro hodnoty kyselin a antioxidac¢ni kapacity
(metod FRAP a DPPH) vypocteny zakladni parametry. V tabulce 9 v pfiloze
jsou vypocteny vzajemné korelaéni zavislosti sledovanych faktoru

u naméfenych vzorka.

5.1 Vyvoj titracnich kyselin
Pfi méfeni veSkerych titracnich kyselin byly naméfené a vypoctené
hodnoty zaznamenany v tabulce (Tab. 5 v pfiloze) a nasledné byly zhotoveny
grafy pribéhu vyslednych hodnot kyselin vyjadienych jako prevladajici kyselina
mlécna. V grafech 1 a 2, je patrny vyvoj kyselin béhem kvaseni jednotlivych

vzorkl zelnych hmot.
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Graf 1: Vyvoj hodnot namérenych titracnich kyselin vyjadfenych jako
kyselina mlééné [g*I'"] v pribéhu procesu kvaseni vzorkt bilého (Oklahoma) a

cerveného (Dobrovodské) zeli v roce 2014

Pro vzorky kvaseni zelného materialu v roce 2014 zaznamenané v grafu
1je patrny zfetelny vzestup titracnich kyselin v prib&hu kvaseni zelného
materidlu. Z pogateénich hodnot blizkych 1 g*™* obou vzorki zeli (bilé
Oklahoma 0,94 + 0,59 g*I™'; Servené Dobrovodské 1,15 + 0,63 g*I™) doslo
béhem kvasného procesu k navysSeni kyselin ve hmoté. U bilého vzorku zeli
Oklahoma aZ na desetinasobek (z 0,94 + 0,59 na 9,16 + 0,80 g*I*) a u vzorku
gerveného Dobrovodského na &tyfnasobek (z 1,15 + 0,63 na 4,98 + 0,71 g*™)
pocate¢ni hodnoty. Pro vzorek bilého zeli Oklahoma byly naméfeny konecné
hodnoty o 4 g*™* vy$si (9,16 + 0,80 g*I'), neZ u stejného roéniku Servené
odrtidy zeli Dobrovodského (4,98 + 0,71 g*I™).
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Graf 2: Vyvoj hodnot namérenych titracnich kyselin vyjadfenych jako kyselina
mléénég [g*™] v priubéhu procesu kvadeni vzorkil bilého (Portoza F1)

a Cerveného (Pourovo) zeli v roce 2015

V grafu 2 jsou zobrazeny hodnoty titracnich kyselin pro vzorky zelného
materialu z roku 2015 Portoza F1 (bilé) a Pourova (Cervené). | zde je jasné
vidét vzestup kyselin v pribéhu kvaseni materialu z ptivodnich hodnot blizkych
1 g*™* (bilé Portoza F1 1,13 + 0,60 g*I'*; &ervené Pourovo 1,15 + 0,59 g*!) az
na sedminasobek této hodnoty na konci doby kvaseni (u bilého z 1,13 £ 0,60 na
7,94 + 0,69 g*I* a u ¢erveného z 1,15 + 0,59 na 7,61 + 0,78 g*I™).

V porovnani vSech vzorkll z obou let je patrny vzestup kyselin v prabéhu
kvaSeni. V grafu 7 analyzy ANOVA v pfiloze je znazornén narast prumérnych
hodnot v&ech vzorkdl b&hem kvadeni z pogateéni hodnoty 1 g*I* na 7,3 g** na
konci kvaSeni, coz je téméFf sedminasobné mnozstvi kyselin nez na pocatku
kvaSeni. V bodovém grafu korelace (graf 8 v pfiloze) je znazornéna silna

zavislost (0,765) naméfrenych hodnot titraénich kyselin na dni odbéru vzorkd.

Z grafu 9 v pfiloze mazeme urcit, Ze nejméné kyselin bylo u vzorkd odriidy
Dobrovodského zeli (Cervené 2014) a naopak nejlepSi vysledky se projevily
u odrtid Pourovo (Cervené 2015) a Oklahoma (bilé 2014), kde byl obsah kyselin
vy$$inez 5,5 g*I™.
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Vyvoj kyselin sledovanych vzork( kvaseného zeli se shoduje s vysledky,
které udava Hunaefi (2013). Béhem kvasSeni dochazi k menSimu poklesu
kyselin v prvnich dnech a nasledné k vyraznému narastu obsahu titracnich
kyselin v prvnim tydnu kvaseni. To je nasledovano po zbytek doby kvaseni

dal$im pozvolnym nartstem kyselin.

Pocate¢ni pokles hodnot titracnich kyselin u vzorkd z roku 2014 mohl byt
zpusoben tim, Ze po pfipraveni zelné hmoty ke kvasSeni a pfi nasledném
uvoliiovani tekutiny, doslo k c¢asteCné oxidaci zbyvajicim, nedokonale

odstranénym vzduchem ve hmoté.

Hunaefi (2013) dale uvadi, ze oproti vzorkim, u kterych byl pouzito
oCkovani Cistymi kulturami, maji vzorky kvasené spontanné pomalejSi narust

titraénich kyselin, protoze se bakterie mlééného kvaseni musi prvné namnozit.
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5.2 Vyvoj hodnot antioxidaéni kapacity stanovenych
metodou FRAP

Hodnoty naméfené metodou FRAP byly zaznamenany do tabulek a jejich
prumérné hodnoty a hodnoty rozptylu byly pouzity pro grafy vyvoje antioxidacni
kapacity v prabéhu kvaseni zelného materialu a k analyze. Tabulka 6 v pfiloze

obsahuje hodnoty naméfené metodou FRAP pro vzorky z let 2014 a 2015.
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Graf 3. Vyvoj hodnot antioxidacni kapacity nhaméfenych metodou FRAP
vyjadrenych Trolox [mmol*™] v pribéhu procesu kvaseni vzorki bilého

(Oklahoma) a €erveného (Dobrovodskeé) zeli v roce 2014

V grafu 3 vidime zaznamenané hodnoty antioxida¢ni kapacity vzorka zeli
Oklahoma (bilé 2014) a Dobrovodské (Cervené 2014) z roku 2014. Po
pocatecnim poklesu je patrna vzestupna tendence u obou vzorku, ktera klesa
ke konci doby kvaseni. Rozdily antioxidaéni kapacity vzorkd bilého (Oklahoma)
a Cerveného (Dobrovodské) v po¢atku doby kvaseni, na jejim konci i ve svych
maximech se pohybovaly kolem 2 mmol*I*, kdy vy$$i hodnoty antioxida&ni

kapacity jsou patrné u Cerveného zeli (Dobrovodskeé).

Vzestup u vzorkd bilého Oklahoma je v prabéhu kvaSeni az na
trojnasobek pod&ate¢ni hodnoty (z 0,415 + 0,322 na 1,389 + 0,391 mmol*™)
a ve svém maximu dosahla az pétinasobku pocate¢ni hodnoty (z 0,415 £ 0,322
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na 2,134 + 0,527 mmol*Y). U vzorku &erveného Dobrovodského se
antioxidac¢ni kapacita v maximu dostala na dvojnasobek pocCate¢ni hodnoty
daného vzorku (z 2,412 + 0,446 na 4,289 + 0,507 mmol*I™).
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Graf 4: Vyvoj hodnot antioxidacni kapacity namérenych metodou FRAP
vyjadrenych Trolox [mmol*™*] v pribéhu procesu kvaseni vzorki bilého

(Portoza F1) a ¢erveného (Pourovo) zeli v roce 2015

U vzork( z roku 2015 v grafu 4 je vidét prilbéh namérenych hodnot vzorku
Portoza F1 (bilé 2015) a Pourovo (Cervené 2015). Opét je patrna vzestupna
tendence, u poc€ateCnich hodnot je rozdil v antioxida¢ni kapacité ¢erveného a
bilého zeli 2,8 mmol*I™*, ale v maximu a na konci doby kvaseni vzorkd se rozdil
mezi hodnotami antioxidaéni kapacity t&chto vzorkd 1isi o 6,7 mmol*™. Opét

jsou vyS8si hodnoty zaznamenany u vzorkl ¢erveného zeli (Pourovo).

Hodnoty antioxida¢ni kapacity u vzorku ¢erveného zeli (Pourovo) vzrostly
v pribéhu kvaseni na trojnasobek pocate¢ni hodnoty (z 3,092 + 0,556 na 9,369
+ 0,750 mmol*™Y). U vzorkd bilého zeli (Portoza F1) doslo k navyseni
antioxidacni kapacity az na devitinasobek (z 0,227 + 0,302 na 2,631 + 0,669
mmol*I!), v maximu aZ na desetinasobek pocatedni hodnoty (z 0,227 + 0,302
na 2,688 + 0,700 mmol*I™).
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U jednotlivych odrid byly zfetelné rozdily v naméfenych hodnotach
antioxidacni kapacity, které jsou znazornény grafem 13 v pfiloze. NejvysSi
hodnoty antioxidacni kapacity naméfené metodou FRAP byly u vzorkd bilého
zeli Oklahoma (bilé 2014).

Pro oba rocniky je typicky vzestup antioxidacni kapacity béhem miécného
kvadeni zelného materialu, kdy vyssi poatecni i koncové hodnoty jsou u vzorku
zeli Cerveného. Vyvoj antioxidaCni kapacity v prabéhu kvaseni vzorkd po
pocCateCnim poklesu roste a v zavéru doby kvaseni mirné osciluje. To je patrné

i z grafu 10 v pfiloze, kde je zobrazen celkovy vyvoj vzorku za oba roky.

Moznym vysvétlenim poklesu hodnot antioxida¢ni kapacity na pocatku
kvaSeni a pomalého narGstu u vzorkd zroku 2014 by mohla byt pocatecni
oxidace zelného materialu. Kté mohlo dojit v pribéhu pfipravy vzorkd pro
kvaseni nebo mohla byt zplsobena reakci zelné hmoty se zbyvajicim

vzduchem ve hmoté v uzaviené kvasné nadobé.

Z analyzy korelace vyplyva, Zze u hodnot antioxidacni kapacity je
vyznamna zavislost na dni odbéru a na obsahu kyselin ve hmoté. Vysledky této
analyzy jsou zaznamenany v tabulce 9 v pfiloze. Vysledné grafy 11 a 12

znazornujici tyto korelaéni zavislosti jsou umistény takeé v pfiloze.
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5.3 Vyvoj hodnot antioxidaéni kapacity stanovenych
metodou DPPH

Metodou DPPH byly naméfeny hodnoty antioxidaCni kapacity u vSech
vzorka a ty byly zapsany do tabulky 7 zafazené v pfiloze. Tyto hodnoty byly
dale pouzity k sestrojeni grafu 5 a 6 vyvoje antioxidacni kapacity v prubéhu

kvaseni vzorkl a k analyze korelace.
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Graf 5: Vyvoj hodnot antioxidacni kapacity namerenych metodou DPPH
vyjadrenych Trolox [mmol*™*] v pribéhu procesu kvaseni vzorki bilého

(Oklahoma) a ¢erveného (Dobrovodské) zeli v roce 2014

VySe uvedeny graf 5 znazorfhuje vyvoj hodnot antioxidacni kapacity
nameéfené metodou DPPH u vzorku zeli Oklahoma (bilé 2014) a Dobrovodské
(Cervené 2014) v roce 2014. Je patrna vzestupna tendence obou vzorkd po
pocCateCnim mirném poklesu hodnot a také pokles na konci. Na po¢atku kvaseni
a ve svych maximech jsou naméfené rozdily u vzork( bilého (Oklahoma)
a Gerveného (Dobrovodské) zeli pfiblizng 1,7 mmol*I™*. Na konci byly hodnoty
rozdilné o 2 mmol** a vy$&ich hodnot antioxidadni kapacity dosahlo zeli

Cervené (Dobrovodskeé).
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U vzorkl( bilého zeli (Oklahoma) doSlo v pribéhu kvaseni ke zvySeni
hodnot antioxidacni kapacity na dvojnasobek pocateéni hodnoty (z 0,449 +
0,408 na koneénych 0,981 + 0,515 mmol*I™?). Ve 20. dni kvaseni dosahly
nameérfené hodnoty antioxidacni kapacity maximalnich hodnot - az pétinasobku
pocatednich hodnot (narCist z 0,449 + 0,408 na 2,090 + 0,378 mmol*™).
U Cerveného zeli (Dobrovodské) doSlo ke zdvojnasobeni naméfené
antioxidacni kapacity béhem kvaseni, kdy ve 22. dni kvaSeni dosahly hodnoty

maxima 3,779 + 0,550 mmol*I ™.
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Graf 6: Vyvoj hodnot antioxidacni kapacity namerenych metodou DPPH
vyjadrenych Trolox [mmol*™*] v pribéhu procesu kvaseni vzorki bilého

(Portoza F1) a ¢erveného (Pourovo) zeli v roce 2015

Graf 6 znazorfiuje pribéh hodnot naméfenych metodou DPPH u vzorki
Portoza F1 (bilé 2015) a Pourovo (Cervené 2015). Po pocateCnim poklesu
hodnoty naméfené antioxidaCni kapacity stoupaji, ve druhé poloviné doby
kvaseni jsou zmény jen malé a hodnoty spiSe stagnuji. Rozdil mezi hodnotami
vzorkld bilého a Cerveného zeli se v poCatku doby kvaseni pohyboval kolem
2,8 mmol*I™*, ke konci této doby dosahl 5,6 mmol*I™* a v maximu vzrostl az na
6 mmol*I*. Opét vyssich hodnot bylo naméfeno u vzorkd zeli &erveného

Pourova.
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U vzorkl Portoza F1 (bilé 2015) se hodnoty antioxidacni kapacity zvySily
z po&ateénich 0,295 + 0,380 mmol** na 2,818 + 0,708 mmol*™*, coz
predstavuje sedminasobek pocatecnich hodnot. U vzorkl ¢erveného Pourova
(Cervené 2015) naméfené hodnoty vzrostly v maximu na trojnasobek pocateéni
hodnoty z 3,060 + 0,463 mmol*I™ na 8,224 + 0,759 mmol*|™.

Béhem mléc&ného kvaseni zelnych materiald je i u metody DPPH zfetelny
vzestup hodnot antioxidaéni kapacity. Celkovy nahled na vyvoj je zobrazen
v grafu 14 v pfiloze, kde je patrné, Ze hodnoty i pfes pocatecni pokles maji stale
vzestupnou tendenci. V tomto grafu je zfetelny narust pocatecnich primérnych

hodnot blizkych 1,2 mmol*I* aZ k hodnotam pres 3,7 mmol*I™.

Stejné jako u pfedchoziho méreni antioxidacni kapacity metodou FRAP i
v tomto pfipadé je mozZnou pfi¢inou, pro¢ v poCatku kvaseni hodnoty poklesly a
u vzorkd zroku 2014 stoupaly pozvolna, zbyvajici kyslik v pfipravené zelné
hmoté. Nasledkem toho byla mozna oxidace materialu i pfes znepfistupnéni

obsahu kvasné nadoby uzavérem po dobu kvaseni.

Z hlediska odrud jsou patrné v grafu 17 v pfiloze podstatné rozdily.
Oklahoma (2014) a nejvySSi hodnoty naméfené antioxidacni kapacity metodou

DPPH byly u odrtdy Pourova ¢erveného zeli (2015).

Zavislosti naméfenych hodnot antioxidacni kapacity vzorkd zeli metodou
DPPH na dni kvaSeni a na vyvoji kyselin znazorfiuji grafy 15 a 16 v pfiloze.
Z grafu 15 v pfiloze je vidét, Ze zavislost hodnot antioxidaéni kapacity na dni
odbéru vzorkd (dni kvaseni) je mirna (0,31). Z druhého grafu korelace (graf 16
v pfiloze) kyselin a hodnot antioxida¢ni kapacity naméfené metodou DPPH Ize
vyCist, Ze existuje zavislost vyvoje antioxidacni kapacity na vyvoji kyselin
béhem mlécného kvaseni vzork( zeli (0,38). Hodnoty korelace jsou

zaznamenany v tabulce 9 v pfiloze.
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5.4  Vyvoj antioxidac¢ni kapacity v prtibéhu mlééného
kvaseni suroviny

Vyvoj hodnot naméfenych metodami FRAP a DPPH maji vSechny
vzestupnou tendenci. V porovnani s prvnim vzorkem (den 0) dochazelo u vSech
Ctyf odrud k narustu antioxidacni kapacity. To je shodné s vysledky, které uvadi
Sum (2009), ktery provadél podobny experiment na Cinském zeli a Hunaefi
(2013), ktery se zabyval vzorky Cerveného zeli. V pocatku kvaseni je v grafech
10 a 14 v priloze zfetelny pokles hodnot antioxidagni kapacity o 0,6 mmol*I™,
ktery je nasledovan jejich narastem. Po 15. dni kvaseni dochazi ve vzorcich uz
jen k pozvolnému narastu antioxidaéni kapacity. Shodné vysledky vyvoje
dokladaji ve svych pracich Sum (2009) a Kusznierewitz (2008). Uvadi, Ze
u spontanné kvaseného zelného materialu dochazi v zavislosti na podminkach

ke stagnaci narustu antioxida¢ni kapacity v druhé poloviné kvaseni.

Zminény pokles hodnot antioxidacni kapacity, ktery je zfejmy i v grafech
hodnot méfenych metodami FRAP a DPPH pro jednotlivé roky (grafy 3 - 6
v kapitole 5) byl pravdépodobné zpusoben zoxidovanim uvolnénych zelnych
stav kyslikem, ktery zbyl v suroviné. Nasledné doSlo k naristu hodnot

antioxidacni kapacity vlivem biologické aktivity bakterii mlééného kvaseni.

Jak uvadi shodné Kusznierewitz (2008) a Hunaefi (2013), mlécné kvaseni
zelného materialu muze zpusobovat strukturalni zhrouceni rostlinnych bunék pfi
poklesu pH hmoty s navySenim obsahu kyselin ve hmoté. To mulze tvofit
podminky pro uvolnéni vazanych fenolickych slozek v nich vazanych
a nasledné osvobozeni a/nebo syntézu ruznych bioaktivnich latek. Tento
proces potencialné vede k navySeni antioxidaéni kapacity suroviny. Z toho
vyplyva, ze mlé¢né kvaseni mlize vést k modifikaci pfirozené se vyskytujicich
rostlinnych slou€enin v suroving, a tim i k posileni antioxidaCnich ucinkd. Touto
hypotézou se ale tato prace nezabyva a pro jeji ovéfeni by bylo tfeba jiného

experimentu.

U naméfenych hodnot antioxidacni kapacity sledovanych vzorku se

projevuje zavislost na obsahu kyselin ve vzorcich a také zavislost na roCniku
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odrady zeli. To dokazuje i tabulka vyslednych hodnot analyzy korelace

zafazena v pfiloze (tabulka 9).

Hodnoty antioxidacni kapacity naméfené metodami DPPH a FRAP spolu
silné souvisi, hodnota korelaéni zavislosti je zde 0,97. Je to patrné z grafu 18
v priloze, ktery korelaci hodnot FRAP a DPPH znazorfiuje a také z tabulky 9

v pfiloze, kde jsou zaznamenany vypoctené hodnoty korelace.

VyS8Si hodnoty antioxidacni kapacity obé& metody prokazaly u vzorku
kvaSeného cCerveného zeli (Dobrovodské 2014 a Pourovo 2015), kdy vétsi
antioxidacni kapacitu projevil vzorek Pourova Cerveného zeli (2015). Nejnizsi
hodnoty byly obéma metodami stanoveny u vzorkl kvaseného bilého zeli

Oklahoma (2014), jak ukazuji grafy 13 a 17 v pfiloze.
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7  Zavér

Zpusob uchovavani zeleninovych druhd mléénym kvasSenim je tradicni
metodou a je upfednostiiovan napfiklad u zeli. Prodluzuje dobu mozného
skladovani i konzumace a toto mlécné kvasené zeli je cennym potravinovym
zdrojem prebiotickych i probiotickych slozek jako jsou vlaknina a bakterie
mlééného kvaSeni. Dulezity je i obsah mlécnych kyselin vzniklych bé&hem

procesu kvaseni.

Pfi hledani moznosti, jak pfedchazet v dneSni dobé civilizacnim
chorobam, je pohled zaméfen na potravinové zdroje bohaté na antioxidanty. Ty
funguji v organismu jako obranny systém a podileji se na eliminaci nezadoucich
volnych radikall. Proces mlééného kvaSeni potencialné vede k navyseni
antioxidacni kapacity suroviny modifikaci pfirozené se vyskytujicich sloucenin

V suroviné.

U sledovanych vzork( zeli doSlo béhem mlééného kvadeni k narlstu
kyselin na sedminasobek pocateCni hodnoty. Navyseni béhem kvaSeni bylo
zaznamenano i u antioxidani kapacity vzorkl, kde hodnoty namérené
metodami FRAP a DPPH mély po pocateénim mirném poklesu (pravdépodobné
zpusobeném oxidaci suroviny zbytkovym kyslikem v suroviné) vzestupnou
tendenci. U naméfenych hodnot se projevuje zavislost na ro¢niku odrudy a
obsahu kyselin v suroviné a hodnoty byly podstatné vyssi u vzorkl ¢erveného

vrwve

jako barviva v ¢erveném zeli.

U vzorkG cCervenych odrid dochazi knarlGstu na dvojnasobek
(Dobrovodské 2014) a trojnasobek (Pourovo 2015) hodnot antioxidaéni kapacity
v pribéhu kvaseni a u vzorku bilych odrad k narustu na pétinasobek (Oklahoma
2014) a osminasobek (Portoza F1 2015) puvodnich hodnot. V celkovém
hodnoceni vSech vzorki doslo k navySeni antioxidaéni kapacity bé&hem

mlécného kvaseni na Ctyfnasobek pocatecni hodnoty.

Kysané zeli ma vétsi antioxida¢ni kapacitu, nez zeli nekysané, coz mlze

vrve
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vytvaret podminky pro vyvazani slozek z bunék naruSenych pfipravou materialu
i kvaSenim samotnym. Tyto uvolnéné slozky v suroviné se mohou dale podilet
na syntéze bioaktivnich latek ve kvaseném zeli, Cehoz nasledkem muze byt
potencialné i zvySeni antioxidacni kapacity suroviny. Mlé€né kvaseni tedy maze
vést k pfeméné sloucenin rostlinného materialu (zeli), které se v ném pfirozené

vyskytuji, a tak posilit antioxida¢ni kapacitu kvasené suroviny.

Mlécné kvaseni zeleniny je jednou z jednoduchych a osvédéenych metod
pro uchovani zeleniny, ale také jednou z nejlepSich metod pro zlepSeni
antioxidacni kapacity zeleniny (v tomto pfipadé zeli). V jeho prubéhu dochazi
k prokazatelnému nékolikanasobnému navysSeni antioxidacni kapacity zeli, a
proto by mélo byt brano v uvahu jako mozny zdroj antioxidantl. Zminéné
procesy syntézy bioaktivnich latek v pribéhu mlééného kvaseni a jejich vliv na
zvysSovani antioxidacni kapacity suroviny by byly zajimavym namétem pro
pokraCovani a rozSifeni povédomi o vyvoji antioxidacni kapacity v pribéhu

mlécného kvaseni zeleniny.
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8 Souhrn — Resume

Souhrn

Tato diplomova prace na téma ,Vyvoj antioxidacni kapacity v prabéhu
mlé&ného kvaseni zeleniny* byla zpracovana v letech 2014 — 2016 na Ustavu
poskliziovych technologii zahradnickych produktd Zahradnické fakulty
v Lednici, Mendelovy univerzity v Brné. Cilem prace bylo zhodnotit vyvoj
antioxida¢ni kapacity v prubéhu mlééného kvaseni vybraného zeleninového
druhu.

V uvodni teoretické Casti se prace zabyva charakteristikou zeleniny, zdravi
prospésnych latek, antioxidantd a mlécného kvaSeni. V praktické Casti byly
zalozeny vzorky, kdy za vybrany zeleninovy druh bylo zvoleno Cervené a bilé
zeli. Na téchto vzorcich zelného materialu byly v pribéhu mlééného kvaseni
sledovany zmény zakladnich parametrt a vyvoj antioxidacni kapacity, ktery byl

stanoven pomoci metod FRAP a DPPH.

VysSi hodnoty antioxidaCni kapacity byly zaznamenany u zeli kvaseného
oproti zeli nekvaSenému a také hodnoty u zastupct Cervenych odrid zeli byly
vy$Si, nez u zeli bilého. Na zakladé vysledkl méfeni bylo vyhodnoceno, ze
mlécné kvaSeni zeleninového materialu, zvlasté pak =zeli, je jednou

z nejslibnéjSich metod, jak uchovat a zvysit jeho antioxidacni kapacitu.

KliCova slova:
Zeli, mlécné kvaSeni, kvasena zelenina, antioxidanty, antioxidaCni kapacita,
potenciometrie, FRAP, DPPH

Resume

This thesis, themed ,Development of antioxidant capacity during the lactic
fermentation of vegetables” was elaborated between 2014 and 2016 at the
Department of Post-Harvest Technology of Horticultural Products, Faculty
of Horticulture in Lednice, Mendel University in Brno. The aim of the study was
to evaluate the development of antioxidant capacity during the lactic

fermentation of selected vegetable species.
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The theoretical part includes characteristics of vegetables, health-
promoting substances, antioxidants and lactic fermentation. In the practical part
were made samples and as vegetable samples were chosen red and white
cabbage. On these samples were during lactic fermentation monitored changes
in the basic parameters and development of antioxidant capacity has been
established using the FRAP and DPPH methods.

Higher values of antioxidant capacity were observed for fermented
cabbage compared with unleavened and also values among representatives
of red cabbage varieties were higher than for white ones. Based on the
measurement results were evaluated that the lactic fermentation of vegetable
material, especially cabbage, is one of the most promising methods to preserve

and uplift its antioxidant capacity.

Keywords:
Cabbage, lactic fermentation, fermented vegetable, antioxidants, antioxidant

capacity, potenciometry, FRAP, DPPH
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10 Prilohy
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[mmol*I™] namérenych metodou DPPH v zavislosti na pouZité odridé zeli

Graf 18: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot antioxidacni kapacity
vyjadrené jako Trolox [mmol*I™] naméfenych metodou FRAP a vyvoje hodnot
antioxidacni kapacity vyjadrené jako Trolox [mmol*I'] naméfenych metodou
DPPH
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Tab. 5: Vysledné hodnoty namérenych titracnich kyselin vyjadrenych jako

obsah kyseliny milééné [g*™*] v prubéhu procesu kvaseni vzorki bilého
(Oklahoma) a cerveného (Dobrovodskeé) zeli v roce 2014 a bilého (Portoza F1)

a cerveného (Pourovo) zeli v roce 2015

Den Zeli bilé Zeli cervené Zeli bilé Zeli cervené
kvageni Oklahoma | Dobrovodské| Portoza F1 Pourovo
2014 2014 2015 2015
0 0,94+059 | 1,15+0,63 1,13 £ 0,60 1,15+ 0,59
1 0,73+0,42 | 0,87 £0,55 1,20 £ 0,54 1,45 £ 0,58
3 0,66+0,48 | 1,25+0,54 2,47 +054 | 526+0,79
6 428+0,77 | 3,62+0,74 2,79+0,62 | 595%0,73
8 526+0,65 | 4,25+0,62 4,37 + 0,59 6,75+ 0,78
10 6,13+0,61 | 4,35+0,69 5,48 + 0,57 7,12 +0,75
13 7,83+0,79 | 4,42 +0,66 6,23+0,71 6,60 + 0,63
15 8,04+057 | 4,63+0,57 6,93+ 0,53 7,09 £0,70
17 8,57+0,65 | 4,77 +£0,66 6,98 £ 0,59 7,16 £ 0,60
20 9,16 £0,80 | 4,84+0,73 7,07 £0,70 6,91 £ 0,70
22 8,74+0,72 | 498+0,71 7,69 £ 0,68 7,00 £ 0,53
24 8,67+0,72 | 4,81+0,62 7,94 + 0,69 7,61+0,78

Tab. 6: Vysledné hodnoty antioxidacni kapacity namérené metodou FRAP

vyjadrené jako Trolox [mmol*l™] v pribéhu procesu kvaseni vzork( bilého
(Oklahoma) a ¢erveného (Dobrovodské) zeli v roce 2014 a bilého (Portoza F1)

a Cerveného (Pourovo) zeli v roce 2015

;s Zeli cervené Zeli bilé Zeli cervené

Den Zeli bilé .

kvageni | Oklahoma 2014 Dobrovodské Portoza F1 Pourovo
2014 2015 2015

0 0,415 + 0,322 2,412 + 0,466 0,277 £0,302 | 3,092 + 0,556
1 0,210 £ 0,279 1,482 + 0,385 0,080 £ 0,162 | 1,572 + 0,651
3 0,226 £+ 0,308 1,739 £ 0,437 1,199 £+ 0,629 | 5,576 £ 0,783
6 0,460 £ 0,401 1,459 + 0,401 1,416 + 0,684 | 6,243 + 0,661
8 0,479 £ 0,398 1,780 + 0,462 2,216 £ 0,815 | 7,077 £ 0,922
10 0,571 +£0,378 1,946 + 0,418 1,432 + 0,387 | 8,655 + 0,778
13 0,927 £ 0,420 2,354 £ 0,485 2,469 £ 0,903 | 8,040 + 0,634
15 1,455 + 0,435 3,503 £0,419 2,680 £ 0,695 | 8,346 + 0,708
17 1,421 + 0,491 3,753 £ 0,475 2,444 £ 0,682 | 9,143 + 0,800
20 2,134 £ 0,527 4,042 + 0,603 2,384 £ 0,772 | 8,933 £ 0,845
22 1,797 £ 0,502 4,289 = 0,507 2,688 £ 0,700 | 9,306 = 0,863
24 1,389 £ 0,391 3,406 £ 0,413 2,631 £ 0,669 | 9,369 + 0,750




Tab. 7: Vysledné hodnoty antioxidacni kapacity namérené metodou DPPH
vyjédrené jako Trolox [mmol*™] v priubéhu procesu kvadeni vzorkt bilého
(Oklahoma) a cerveného (Dobrovodské) zeli v roce 2014 a bilého (Portoza F1)

a cerveného (Pourovo) zeli v roce 2015

Den Zeli bilé Zeli cervené Zeli bilé Zeli cervené
kvageni Oklahoma | Dobrovodské| Portoza F1 Pourovo
2014 2014 2015 2015
0 0,449 + 0,408 | 2,165 + 0,488 | 0,295 + 0,380 | 3,060 = 0,463
1 0,228 +0,313 | 1,707 £ 0,413 | 0,084 £ 0,172 | 1,703 + 0,433
3 0,206 + 0,318 | 1,865 £ 0,511 | 0,997 £ 0,424 | 5,803 + 0,723
6 0,468 + 0,387 | 1,582 £+ 0,398 | 1,192 + 0,567 | 6,802 + 0,690
8 0,446 £0,378 | 1,741 £ 0,396 | 1,824 + 0,740 | 7,241 £ 0,761
10 0,368 +0,349 | 1,770 £ 0,515 | 1,860 + 0,640 | 7,960 + 0,846
13 0,701 £ 0,488 | 2,049 £ 0,379 | 2,008 + 0,601 | 8,224 + 0,759
15 1,378 £ 0,563 | 2,608 + 0,536 | 1,945 + 0,540 | 8,189 £ 0,701
17 1,116 £ 0,460 | 2,968 + 0,456 | 1,707 £ 0,570 | 8,180 £ 0,701
20 2,090 £ 0,378 | 2,986 + 0,423 | 1,939 £ 0,539 | 7,513 £ 0,775
22 1,454 £ 0,497 | 3,779 £ 0,550 | 2,014 + 0,635 | 8,146 £+ 0,903
24 0,981 + 0,515 | 2,984 + 0,543 | 2,181 + 0,708 | 7,815 + 0,839

Tab. 8: Zakladni popisné statistiky pro namérené hodnoty titracnich kyselin a

antioxidacni kapacity pro metody FRAP a DPPH

Popisné statistiky (DP data pro analyzu ANOWVA)
Proménna N platnych Pramér | Minimum | Maximum | Rozptyl | Smodch. | Varkoef
Kyseliny | 2160 5,188492 0.661496 929577 T,222793 26875256 51,79782
FRAP 216 3,585867 0,068000 10,95980 9311444 3,051466 8509701
DPPH 216/ 3.269639 0.060140 932180 8,153013 2.855348  87.32915

Tab. 9: Vzajemné korelacni zavislosti sledovanych faktort u vSech vzorku

Korelace (DF data pro analyzu ANOWA)

Oznat. karelace jsou vyznamne na hlad. p < ,05000

MN=216 (Celé pfipady wwnechany u ChD}
Proménna Roénik | Denodbdru | Opakovani | Kyselingy | FRAP | DPPH
Rocnik | 1.000000% 0,000000 0,000000 0,127266 0410445 0418032
Den odbéru 0,000000 1,000000 0,000000, 0,765276 0400004 0,310563
Dpakovani 0,000000 0,000000 1,000000)  0.000000 0,003959  0.000527
Kyseliny 0127266 0,765276 0,000000 1,000000 04159440  0,383508
FRAP 0,410448 0400004 0,003953 0415440 1,0000000 D0.,977743
DPPH 0,418032 0,310563 0000527 0383508 0977743 1,000000
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Graf 7: Vyvoj pramérnych hodnot namérenych titracnich kyselin vyjadfenych
jako obsah kyseliny miééné [g*I'] v pribéhu procesu kvaseni vzorkt v roce
2014 a 2015

Bodovy graf: Kyseliny vs. Den odbéru (Celé pfip. vynech. u ChD)
Den odbéru = -,0685 + 2 2457 * Kyseliny
Korelace : r=,76528

Den odbéru

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kyseliny 0,95 Int.spol.

Graf 8: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot namérenych titracnich
kyselin vyjadrenych jako obsah kyseliny miécné [g*I'] na dni odbéru vzorkd




Druh; Praméry MNC
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Graf 9: Znazornéni vyvoje hodnot namérenych titracnich kyselin vyjadfenych
jako obsah kyseliny mlééné [g*'] v zavislosti na pouZité odridé zeli

Den odb&ru; Priméry MNC
Wilksovo lambda=,12954, F(33, 5811 =17 629, p=0,0000
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Graf 10: Vyvoj primérnych hodnot antioxidacni kapacity vyjadrené jako Trolox
[mmol*I™] namérené metodou FRAP v pribéhu procesu kvadeni vzorki v roce
2014 a 2015



Bodovy graf: FRAP  vs. Den odbé&ru (Celé pfip. vynech. u ChD)
Den odbéru = 7 8762 + 1 0338 * FRAP
Korelace : r= 40000
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Graf 11: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot antioxidacni kapacity
vyjadrené jako Trolox [mmol*™] namérenych metodou FRAP na dni odbéru
vzorku

Bodovy graf: FRAP  vs. Kyseliny (Celé pfip. vynech. u ChD)
Kyseliny = 3,8638 + 36941 * FRAP
Korelace © r=,41944
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Graf 12: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot antioxidacni kapacity
vyjédrené jako Trolox [mmol*™] namérenych metodou FRAP na vyvoji hodnot
namérenych titraénich kyselin vyjadfenych jako obsah kyseliny mlécné [g*™]
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Graf 13: Znazornéni vyvoje hodnot antioxidacni kapacity vyjadiené jako Trolox
[mmol*I™] namérenych metodou FRAP v z&vislosti na pouzité odriidé zeli

Den adbéru: Priméry MNG
Wilksovo lambda=,12954, F(33, 581.1 )=17 629, p=0,0000
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Graf 14: Vyvoj prumérnych hodnot antioxidacni kapacity vyjadfené jako Trolox
[mmol*I™] naméfené metodou DPPH v priibéhu procesu kvaseni vzorkt v roce
2014 a 2015



Bodovy graf: DPPH  vs. Den odbéru (Celé pfip. vynech. u ChD)
Den odbéru = 87787 + 85778 * DPPH
Korelace : r=,31056
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Graf 15: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot antioxidacni kapacity
vyjadrené jako Trolox [mmol*™'] namérenych metodou DPPH na dni odbéru
vzorku

Bodovy graf: DPPH  vs. Kyseliny (Celé pfip. vywnech. u ChD)
Kyseliny = 4,0083 + 36097 * DPPH
Korelace : r= 38351
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Graf 16: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot antioxidacni kapacity
vyjédrené jako Trolox [mmol*I™] namérenych metodou DPPH na vyvoji hodnot
namérenych titraénich kyselin vyjadfenych jako obsah kyseliny mlécné [g*™]
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Graf 17: Znazornéni vyvoje hodnot antioxidacni kapacity vyjadiené jako Trolox
[mmol*I™] namérenych metodou DPPH v zavislosti na pouZité odridé zeli

Bodovy graf. FRAP  vs. DPPH  (Celé pfip. vynech. u ChD)
DPPH =-0111+ 91490 * FRAP
Korelace : r= 97774
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Graf 18: Znazornéni korelacni zavislosti vyvoje hodnot antioxidacni kapacity
vyjédrené jako Trolox [mmol*I'] namérenych metodou FRAP a vyvoje hodnot
antioxidaéni kapacity vyjadiené jako Trolox [mmol*I™'] namérenych metodou
DPPH



