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Organickeé kyseliny po mliecnej fermentacii zeleniny

JOLANA KAROVICOVA-—MILAN DRDAK-JOZEF POLONSK Y-
MARGITA CANIGOVA

Sahrn. Kapilarnu izotachoforézu sme pouzili na stanovenie organickych kyselin vo
vzorkach hrasku, cibule a zeleru po mliecnej fermentacii za pouzitia roznych baktérii. Na
zaklade ziskanych vysledkov, najméd stanovenia kyseliny mliecnej a octovej a senzorického
hodnotenia vyrobkov, sme mohli odporucit baktérie vhodné na dalsie pokusy. Napriklad pri
fermentacii hrasku sa najlepsie osved¢ili mikroorganizmy Pediococcus sp. ,.CSL* a Lactoba-
cillus sp. ..S*, ked bola produkcia kyseliny mlie¢nej od 11,64 do 14.56 g . 17"

.~

Konzerovanie potravin mlieénym kvasenim zaradujeme do skupiny konzer-
vacnych metdd zalozenych na vyuzivani schopnosti mikroorganizmov produ-
kovat latky, ktoré predlzuju prirodzenu skladovatelnost potravin [1]. Pri mliec-
nom kvaseni sa za rozhodujuci ¢initel konzervovania povazuje produkcia kyse-
liny mlie¢nej baktériami mliecneho kvasenia. Vdcsina mlieCnych baktérii spra-
cuva vSetky bezné sacharidy, ktoré st v rastlinach pritomné, a vytvorena
kyselina mlie¢na potom chrani produkt pred ostatnymi mikroorganizmami
a tym pred pokazenim sa [2]. Podla kvalitativneho a kvantitativneho zastiipenia
produktu tohto metabolizmu mozeme rozlisit:

— typické (Cisté, homofermentativne) mliecne kvasenie,

— zmies$ané (heterofermentativne) mlieCne kvasenie a

— necisté mliecne kvasenie [3].

Medzi vedlajsie produkty mliecneho kvasenia patri najmd kyselina octova.
Dalej sa tvoria v malych mnozstvach kyselina mravéia, propionova, valérova,
jantarova a kapronova, ktoré prispievaju k uceleniu a zaokruhleniu chuti.
Neziaduca je kyselina maslova, ktora posobi rusivo a znehodnocuje vyrobok
svojim osobitnym zapachom. Je zname, ze v mliecne kvasenych vyrobkoch
baktérie mlie¢neho kvasenia prevladaju za kratky ¢as nad ostatnymi mikroorga-
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nizmami a stavaji sa dominujucou mikroflorou [4]. Vyvoj mikroflory produktu
zavisi od zaciato¢nej kontamindacie, fyzikalnochemickej vlastnosti potraviny,
podmienok skladovania, spésobu opracovania produktu a vlastnosti mikroor-
ganizmov. Spomedzi vlastnosti mikroorganizmov je obzvlast dolezita schop-
nost niektorych, hlavne baktérii mliecneho kvasenia, znicit alebo inhibovat
patogénne zarodky a hnilobné mikroorganizmy. Metabolity mliecnych baktérii
potlacaju ¢innost ostatnej mikroflory, aj patogénov, ktoré po urcitej dobe hynu.

Za normalnych podmienok sa nachadza na zelenine dostatok uzito¢nych
mliecnych miroorganizmov. Ak sa zelenina musi dokladne prat alebo pred
spracovanim predvarat, odporuca sa ju pri nakladani naoCkovat $pecialnymi
zakvasmi. Pederson a Albury [5] vo svojej praci konStantuje, ze ockovanie nie
je nutné, pretoze mikroorganizmy potrebné na fermentaciu sa vyskytuj priro-
dzene v adekvatnej miere a vhodné kvasenie nastane pri pozadovanej teplote
a koncentracii soli. Pederson a Albury [6] zmenili priebeh prirodného kvasenia
uhoriek pridanim ¢istych kultar heterofermentativnych alebo homofermenta-
tivnych mliecnych bakteérii. Zistili, ze Lactobacillus plantarum dokoncoval vset-
ky kvasenia bez ohladu na druh pouzity na inokuldciu, ¢iasto¢ne pre svoju
vacsiu toleranciu ku kyselinam. Buckenhiiskes a kol. [7] sledovali priebeh
kvasenia nao¢kovanych vzoriek kapusty. Startovacie baktérie izolované z kyslej
kapusty sa naockovali do sterilnej kapusty a kultivovali. Na zaklade senzorické-
ho hodnotenia kvasného produktu sa vybrali mikroorganizmy vyznacujuce sa
schopnostou vytvarat intenzivny aromaticky profil a tieto sa potom nasadili ako
Startovacie kultary, pricom koncentracia inokula bola 10" MO . g .

V poslednom obdobi sa opit zvysil pocet vyskumnych prac z oblasti biokon-
zervacie zeleniny. Znamy je aj zvySeny zaujem vyrobcov o kvasené (mlie¢ne
fermentované) vyrobky [8]. Zaujem sa orientuje na vyrobu mlie¢ne fermentova-
nych zeleninovych Stiav. Mlie¢nym kvasenim sa ziskavajii mimoriadne chutné
a udrzné produkty s vysokou vyzivovo-fyziologickou hodnotou. Vyroba kvase-
nych zeleninovych S§tiav nie je bez pdsobenia mikroorganizmov mozna. Na
vyrobu sa vyuziva bud spontanne kvasenie, bud cielené o¢kovanie vybranymi
a odsktSanymi kultirami mikroorganizmov. Vyrobcovia pozaduju také kvasné
kultury, ktore zosilfiuji aromu a umoznuju dosiahnut rychly pokles pH Stiav [9,
10].

V tejto praci publikujeme vysledky fermentacie zeleného hrasku, cibule
a zeleru, uvedenim tvorby a mnozstva organickych kyselin stanovenych izota-
choforeticky a uvedenim pouzitych mikroorganizmov na mlie¢nu fermentaciu
vybranej zeleniny.
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Material a metody

Na fermentacny pokus a nasledne na analyzy sme pouzili hrasok, cibulu
= zeler. Zeler sa najprv skladoval v chladiarenskych podmienkach, cibula pri
zboratornych podmienkach a hrasok bol zmrazeny.

Uprava hrasku. Po rozmrazeni a zikladnych analyzach (stanovenie redukuji-
cich cukrov, titrovatelnych kyselin, pH) sme pripravili nalev s pozadovanou
~oncentraciou soli a redukujucich cukrov. Vo vzorkach H 1, 2, 3 bol nalev
1.3 % NaCl a koncentracia redukujucich cukrov 2,40 % a zmieSanie hrasku
2 nalevu bolo v pomere 5:4. Vo vzorkach H 4 az 7 bola koncentracia redukuju-
cich cukrov 3,57 % a nalev bol 1,5 % NaCl.

Uprava cibule. Cibulu sme pred fermentéaciou oéistili a pokrajali na kolieska,
nechali asi 1 h volne stat, aby z cibule vyprchala cast sirnych zlucenin. Cibulu
sme davkovali 2:3 (cibula : nalev). Nalev bol 1,5 % NaCl a koncentracia redu-
xujucich cukrov bola 3,18 %. Vzorky st oznacené C 1 az 4.

Uprava zeleru. Pred fermentaciou sme zeler pokrajali na kocky a zaliali
nalevom v pomere 3:4 (zeler : nalev). Na vytvorenie lepSich anaerobnych pod-
miegok sme niektoré vzorky prebublavali dusikom. Vzorky Z 1 az 10 mali nalev
1.3 % NaCl, ale nalev vo vzorkach Z 1, 2 obsahoval aj 0,1 % sorbanu draselné-
no.vzorky Z 3 az S obsahovali 0,1 % sorbanu draselného a pouzila sa fermenta-
c1a s aplikovanim prebublavania dusikom, vzorky Z 6 az 8 obsahovali fytoncid-
nu latku vyssej koncentracie a vzorky Z 9, 10 obsahovali fytoncidnu latku nizsej
<oncentracie.

Fermentacia pripravenych vzoriek bola 7 az 10 dni pri teplote 23 az 26 °C.
N\a inokulaciu fermentovanej zeleniny vo fermenta¢nych nadobach sme pouzili
ueto mikroorganizmy v uvedenych mnozstvach: Lactobacillus sp. ,,.S* 3,04 .

10" MO ml™', Pediococcus acidilactici 3,52 . 10" MO . ml~', Pediococcus sp.
_CSL* 2.05.10°"MO .ml"', Lactobacillus fermentum 7,98 .10’ MO . ml™',
Lactobacillus sp. ,,U* 2,60.10"MO . ml"', Lactobacillus spp. 5,40 .10
MO . ml

Na kultivaciu inokula sme pouzili kultiva¢ni pédu podla Rogosa [11].

Vzorky zeleniny po fermentdcii sme pred vlastnou analyzou prefiltrovali,
nrip. pretlacili cez gazu. Filtrat sme vhodne nariedili deionizovanou vodou (1 ml
vzorky do 25 ml odmernej banky). Stanovenie organickych kyselin sme robili
1zotachoforeticky na pristroji izotachoforeticky analyzator s technikou spajania
xolon ZKI 01, s vodivostnym detektorom a dvojkanalovym zapisovacom
TZ 4200. Na identifikaciu a stanovenie organickych kyselin sme pouzili elektro-
Iviicky systém v tomto zlozeni:

vodiaci elektrolyt — HCl (mol . 17'] . 1077, protiién — kyselina B-aminokap-
ronova, aditivum — 0,1 % MHEC (metylhydroxyetylceluloza), pH 4,5;

zakoncujuci elektrolyt — 5. 10" mol . I=' kyselina kaprénova, 5. 10> mol .1~
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histidin, pH 4—5. Vzorky sme analyzovali pri prade 200 pA v predseparaénej
kolone a 50 pA v analytickej kolone.

Vysledky a diskusia

Tabulka I uvadza oznacenie analyzovanych vzoriek hrasku, pouzity mikro-
organizmus a priemerny obsah stanovenych organickych kyselin po 10 diioch
fermentacie. Priemerné hodnoty obsahu su vypocitané z troch merani. V jed-
notlivych vzorkach sa stanovovala kyselina mlie¢na, octova, citronova, fosfo-
recna, maslova a propionova. Ako je zrejmé z tab. 1, v sledovanych fermentova-
nych vzorkach boli pritomné iba kyselina mlie¢na a octova. Najviac kyseliny
mlieCnej je vo vzorke H 6, kde sa na fermentaciu pouzil mikroorganizmus
Pediococcus sp. ,,CSL*. V pokuse s hraskom najlepsimi producentmi kyseliny
mlieCnej boli eSte mikroorganizmy Lactobacillus sp. ,,U* a Lactobacillus sp. ,,S*
[11]. Ukézalo sa, ze hraSok mozno, napriek jeho zloZeniu, konzervovat mliec-
nou fermentaciou, ked vyberieme vhodny kmen mikroorganizmu, avsak pod
podmienkou, aby bola dobra dostupnost redukujucich cukrov uz v naleve.
Dosiahnutie priblizne 4 % redukujucich cukrov v celom skvasovanom mnoz-
stve zlepSilo produkciu kyseliny mliecnej. Za tychto podmienok sme ziskali
hrasok, ktory mal prijemnu kyslu chut bez cudzieho zapachu. Smerodajna
odchylka s, [12] pri stanoveni kyseliny mlie¢nej bola od 0,077 do 0,246 a pri
stanoveni kyseliny octovej od 0,071 do 0,144.

Tabulka 1. Organické kyseliny vo vzorkach hrasku
Table 1. Organic acids in peas samples

Obsah organickych kyselin?
Vzorka' Mikroorganizmus? lg- 171
mlieéna* octova’®
H1 Pediococcus sp. ,,CSL* 9,67 2,83
H2 Lactobacillus sp. ,,S* 7,24 1,69
H3 Pediococcus acidilactici 6,75 2,36
H4 Lactobacillus sp. ,,S* 11,64 5,40
HS Pediococcus acidilactici 7,77 6,85
H6 Pediococcus sp. ,,CSL* 14,56 4,90
H7 Lactobacillus sp. ,,U** 14,52 5,64

'Sample, *Microorganisms, *Organic acids content, *Lactic acid, SAcetic acid.
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Tabulka 2 uvadza organické kyseliny vo vzorkach cibule. Priemerné hodnoty
sbsahu organickych kyselin sa vypocitali z troch merani. Izotachoforetickou
znalyzou vzoriek cibule sa stanovili kyselina mliecna, octova, fosfore¢na, citro-
nova, propionova i maslova. Najviac kyseliny mliecnej obsahuji vzorky, ked
sme na fermentaciu pouzili mikroorganizmy Lactobacillus sp. ,,S** a Lactobacil-
[us spp. Vo vzorke, ked sme na fermentaciu pouzili mikroorganizmus Lactoba-
cillus fermentum, sme meranim zistili aj pritomnost kyseliny maslovej. Cibula po
ivzdennej fermentacii ziskala prijemnu chut, mierne zmikla a bola vhodna ako
pridavok do $alatov alebo na vyrobu napojov. Smerodajna odchylka s, pri
stanoveni kyseliny mliecnej bola od 0,025 do 0,036.

Tabulka 2. Organické kyseliny vo vzorkach cibule
Table 2. Organic acids in onion samples

Obsah organickych kyselin® [g. 17']
Vzorka' Mikroorganizmus' fosfo- citro- | propio-
mlie¢na* | octova® . 2@ o ¢ |maslova’

reéna nova nova

C1 Lactobacillus sp. ,,S** 7,71 2,40 — — — —
Cc2 Lactobacillus

fermentum 2,61 1,53 0,65 2,23 0,31 0,45
C3 Lactobacillus sp. ,,U** 6,32 1,34 — 2,23 0,31 —
Cc4 Lactobacillus spp. 6,81 1,34 0,30 1,20 0,27 —

For explanations 1—5 see Table 1. *Phosphoric acid, " Citric acid, ® Propionic acid, ° Butyric acid

Praca je zamerana na $tadium vhodnosti réznych mikroorganizmov ako
Startovacich kultur, aplikacie roznych koncentracii fytoncidov i pripravku sor-
banu draselného v riadenej mlie¢nej fermentacii zeleniny. Pri fermentécii zeleru
sme pouzili prebublavanie dusikom (Z 3 az 5). Zistili sme vsak, ze vyrobok bez
prebublavania dusikom mal hodnoty pH a redukujucich cukrov nizsie a hodno-
ty titraénej kyslosti vy$sie. Vyrobok mal typicku kysli chuf a vonu. Pri fermen-
tacii teda nie je potrebné vyuzivat chemické konzervacné latky — aplikovali sme
dve rozne koncentracie fytoncidnej latky. Fytoncidy su predmetom nasho vys-
kumu ako dopliujiuce konzervacéné latky. Zistuje sa ich Struktira, stalost,
spektrum antimikrobidlnej u¢innosti. Pri pridani fytoncidnych latok vo vyssej
i niz8ej koncentracii vyrobok ziskal pikantnu prichut, plody si zachovali svoju
tvrdost a ich pritomnost nebolo citit. Izotachoforetickou analyzou vzoriek
zeleru sme stanovili kyselinu mlie¢nu, octovi, fosfore¢nu, citronovua a propio-
novu (tab. 3). Vo vzorkach, kde sme pridali sorban draselny, sme ho stanovili
0.98 g. 17", ¢o predstavuje celkové mnozstvo pridavané do pripravovanych
vzoriek.
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Tabulka 3. Organické kyseliny vo vzorkach zeleru
Table 3. Organic acids in celery samples

Obsah organickych kyselin® [g. 1]

1 : At 2 . =
Vzorka Mikroorganizmus fosfo: Citro- propio-

mlie¢na® | octova’® < 6 . g
re¢na nova nova

Z1 Lactobacillus sp. ,,U* 9,23 4.84 0,65 0,99 0.34
Z2 Lactobacillus sp. ,,S* 11,42 2,65 0,63 1,38 0,51
Z3 Lactobacillus sp. .,U* 6.48 3,28 0,40 0,68 0,69

Z4 Lactobacillus sp. .,S* 8.47 3,34 0.67 0.69 0,51
Z5 Lactobacillus fermentum 7,03 3,13 0,19 0,70 0.61
Z6 Lactobacillus sp. ,.S* 13,39 1,77 0.41 0,95 -
z7 Lactobacillus fermentum 11,29 6,48 1,08 0,69 .

Z8 Lactobacillus sp. .,U** 9,38 6,47 —_ 0,69 -
Z9 Lactobacillus fermentum 10,76 8,00 0,19 0,68 —
Z 10 | Lactobacillus sp. ,,U* 8.80 7,46 1,10 0,69 —

For explantions see Table 2.

Najvicsie mnozstvo kyseliny mlie¢nej 13,39 g . 17!, sme stanovili vo vzorke
Z 6, v ktorej sme na fermentaciu pouzili mikroorganizmus Lactobacillus sp.
S, Tato vzorka bola pripravena na fermentaciu aj s aplikaciou fytoncidnej
latky vyssej koncentracii.

Stru¢ne mozno zopakovat, ze fytoncidy su substancie rastlinného povodu.
maju schopnost inhibovat rast alebo usmrcovat niektoré mikroorganizmy.
zaroven maju aj ochranné a lieCivé ucinky. Mozno ich nazvat aj antibiotikami
vyssich rastlin, hoci nevykazuju typické vlastnosti antibiotik. Fytoncidy sa
pouzivaju bud s povodnymi pletivami, ktoré ich vyprodukovali, bud v podobe
koncentratov pripravenych z tychto pletiv. Pretoze niektoré fytoncidy maju
vyrazné vonove vlastnosti a senzoricky by mohli negativne ovplyviovat chut
a vonu skusanych vyrobkov, je potrebné hladat vhodny druh i koncentraciu
tychto latok [13]. V praci neuvadzame, o ktort konkrétnu aplikovanu fytoncid-
nu latku ide, ani jej presné koncentracie, pretoze to je predmetom inej etapy
nasho vyskumu.

Pri pouziti mikroorganizmu Lactobacillus sp. ,,S* sa aj pri inych podmien-
kach, napr. vo vzorke oznacenej Z 2, zistilo najvac¢Sie mnozstvo kyseliny mliec-
nej,ato 11,42 g . 17'. Smerodajna odchylka s_pri stanoveni kyseliny mlie¢nej vo
vzorkach zeleru bola od 0,036 do 0,071 a pri stanoveni kyseliny octovej od 0,007
do 0,036.

Vyuzitie izotachoforézy pri stanoveni organickych kyselin v tejto problemati-
ke bolo velmi vyhodné. Izotachoforetické stanovenie vyzadovalo len jednodu-
chu upravu vzorky a poskytovalo reprodukovatelné vysledky.

Na zdklade ziskanych poznatkov bol mozny rychly vyber vhodnych mikroor-
ganizmov pre dalSie pokusy.
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Do redakcie doslo 7. 9. 1992

Organic acids after lactic fermentation of vegetables
Summary

Capillary isotachophoresis was used for determination of organic acids in samples of peas, onion
«nd celery after lactic fermentation using various bacteria. In virtue of obtained results, in particular
determinations of lactic acid and acetic acid and sensoric evaluation of products, we might recom-
mend suitable bacteria for the future experiments. For example, microorganisms Pediococcus sp.
.CSL** and Lactobacillus sp. ,.S* were proved during the peas fermentation, when the lactic acid
production was from 11.64 to 14.56 g.1 ",

OpranuveckHe KHCJIOTBI NIOC/Ie MOJIOYHOH (pepMeHTALHH OBOLLEH
Pe3some

Kanunspuelit n30Taxodopes 6b11 UCTIOIL30BAH /1715 CTAHOBJIEHHS] OPrAHUYECKUX KUCJIOT B T1PO-
04X ropollka, Jyka H cesb/epes 1ocjie MOJIOYHON GepMEeHTAIMM TIPH HCTIOJIb30BAHHM PA3JIHYHBIX
MHKpPOOpPraHu3mMoB. Ha ocHOBe MOTy4eHHBIX Pe3yJIbTATOB, MPOXK/IE BCErO CTAHOBJICHUS MOJIOYHON
# VKCYCHOM KHCJIOT W CEH30PHYECKOTO OLIEHUBAHUS MPOAYKTOB Mbl MOIJIM PEKOMEHI0BATh MOJIX0-
“1511Me MUKPOOPTaHW3MBI /1151 C/IEYROIMX JKcniepuMenTOoB. Hanpumep npu depmenTaunu ropot-
¥4 Halayulie omnpaBaanu cebs MUKPOOpraHusmsel Prediococcus sp. w Lactobacillus sp. ,,.S** npu
KOTOPBIX MPOAYKLMSA MOJOYHONH KHCIOThI Oblia oT 11,64 10 14,571 . 17",
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