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Izolacia a charakterizacia kmenov baktérii
pre mliecne kvasenie zeleniny

TOMAS KUCHTA - LUDOVIT POLIVK A

.....

baktérii mhieéncho kvasenia, z ktorych sa 6 blizSie charakterizoval. lde o 3 r6zne kinene
Lactobacillus plantarum, o o kinene Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus a Pediococ-
cus parvulis, Kimene rastti dynamicky na zeleninovom subsirdte a v komplexnej pdde MRS,
pri¢om produkuji zmes 1zomérov kyseliny mhiecnej. Jeden z kinefov L. plantarum produkuje
diacetyl. Ziaden z kmefiov neredukuje dusiénany na dusitany. Kmene sa Gspe¥ne pouzili
na pripravu mlie¢ne kvasenych zeleninovych Saldtov.

Konzervovanie zeleniny mlieCnym kvasenim je a¢innd konzervaéna
metdda, ktorej produktom su kvasené potraviny s vybornymi organoleptic-
<vmi vlastnosfami, pozitivnym vplyvom na zdravie konzumenta, dobrou
Jdrznosfou a nizkou cenou. Pre mlieCne kvasené zeleninové vyrobky je
charakteristicky obsah kyseliny mlieCnej so siacasne znizenym obsahom
.acharidov, a tiez obsah zivych baktérii mlieCneho kvasenia. Priaznivé
zdravotné GCinky ma jednak kyselina L-mlieCna, a tiez baktérie mlie¢neho
«vasenia, ktoré su schopné kolonizovat traviaci trakt konzumenta a elimi-
novat pripadni neziadtcu mikrofléru [11.

Okrem kvasenej kapusty a uhoriek, ktorych konzervovanie mlieénym
xvasenim md u nds tradiciu, rozsirilo sa v poslednom Case spektrum druhov
zeleniny experimentdlne konzervovanych tymto spésobom [2-5]. Ide pre-
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dov3etkym o pripravu mlieCne kvasenych zeleninovych Saldtov na bdze
Cervenej repy, zeleru, kartfiolu, cibule, strukovin a pod. Uvedené substréty
su kvasené s pouzitim Specidlnych Startovacich kultdr baktérii mlietneho
kvasenia, ktoré zabezpeCuji pozadovanu kvalitu produktu. NajcastejSie
sa pouzivaji kmene z rodov Lactobacillus, Pediococcus a Leuiconostoc.

Vzhladom na vzrastajici zdujem o konzervovanie zeleniny mlieCnym
kvasenim, sa izolovali nové kmene baktérii mlieCneho kvasenia, ktoré by
mohli byt pouzité ako Startovacie kultiry pri priprave kvasenych zeleni-
novych Saldtov. Prica sa ststreduje na izoldciu kmefiov baktériif mlie¢neho
kvasenia z prirodzene kvasengj zeleniny a na ich charakterizdciu. Preukdzala
sa tiez ich praktickd pouZitelnost na pripravu kvasenych zeleninovych
Saldtov.

Material a metody

Kultdry sa 1zolovali zo spontdnne kvasenej zeleniny (kapusta, uhorky)
na podach MRS [6] a podla Rogosu [7].

Identifikdciu vybranych kultir vykonali pracovnici Zbierky mikroorga-
nizmov Masarykovej Univerzity v Bre.

Izolované kmene sme ockovali na hustotu 10® buniek.ml™ a kultivovali
v pdde MRS pri teplote 30°C za mieSania na rotacnej trepaCke (frekvencia
miedania 2 Hz). Z kultdr sa v hodinovych intervaloch odoberali vzorky
na meranie absorbancie a pH. Rastové rychlosti sa vypocitali zo zavislosti
logaAseo=/f(t) linedrnou regresiou pomocou programu GraphPad (ISI, USA).
Korelaéné koeficienty boli viicSie ako 0,995.

Vzorky pre stanovenie organickych kyselin sa odoberali z kultir v sta-
ciondrnej faze po 24-hodinovej kultivdcii. Biomasa sa odstredila a superna-
tant sa zahrial vo vodnom kapeli na 80°C 15 min. Analyza produkovanych
organickych kyselin 'sa vykonala izotachoforeticky na pristroji ZKI 001
s vodivostnym detektorom (URVIT, Spiskd Novd Ves), v predseparacne;]
koléne pri pride 45 pA, s nasledujicim elektrolytickym systémom: vodiaci
elektrolyt 10 mM HCI, protiién 5 mM kyselina 6-aminokaprénovd, aditivum
0,1 % metylhydroxyetylceluldza, zakoncujici elektrolyt 5 mM Kkyselina
kapréonova, 5 mM hisudin, pH 4,5, Pomer L- a D-izomérov kyseliny
mlieCnej sa stanovil reakciami Specificky katalyzovanymi L-laktdtdehydro-
gendzou a D-laktitdehydrogendzou pomocou siipravy na stanovenie kyse-
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iny L-mlieCnej a D-mlieCnej v potravinich (Boehringer, Mannheim, Ne-
mecko). Sicty hodndt stanovenych pre oba izoméry enzymovo boli spravi-
ila 0 5 az 10 % nizsie ako hodnoty, stanoven¢ izotachoforeticky.

Vzorky pre zistenie pritomnosti diacetylu sa odoberali z kultir v neskorej
=xponencidlnej fize a pritomnostdiacetylu sa kvalitativne urCili kreatinovou
metddou podla Kruiera [8].

Pre zistenie redukcie dusicnanov sme kultiry kimenov kultivovali do sta-
-iondrnej fdzy (24 h) za mieSania (2 Hz) pri 30°C v dusi¢nanovej pode, ktord
snsahovala (g.17"): glukéza 20, baktopeptdn (Sevac) 10, kvasni€ny extrakt

Serva) 5, Tween 80 (Serva) 2, KNOs 1,5, KH,PO4 1, MgS04.7 H,0 0.,2.
Biomasa sa odstredila a v supernatante sa pritomnost dusitanov kvalitativne
2réila pomocou Gries-Ilosvayovho Cinidla [9].

Pre pripravu kvasenych zeleninovych Salitov sa pouZzila Cerstvd zelenina,
= 0 biela a Cervend kapusta, tekvica, patizony, zeler a mrkva. Dalej sa pou-
7ila Cervend repa varend 2 h. Zelenina, najemno nastrihand (kapusta) alebo

akrdjand na kocky priblizne 1 x 1 x 1 ¢m (ostatnd zelenina), sa naplnila
0 zavdracich pohdrov a zaliala suspenziami (pribl. 2 x 107 buniek.ml™!)
zdnotlivych kmenov v 2 % NaCl. Saldty sa inkubovali 4 az 10 dni pri 30°C.

Vysledky a diskusia

Zo spontdnne kvasenej zeleniny sa izolovalo 47, viiSinou zmesnych
«ultdr. Z nich sa zried'ovacou metddou izolovali jednotlivé kmene. Spome-
izi izolovanych kmeiiov sa vybralo 6 reprezentativnych kmefiov.

Kmen Lactobacillus plantarum uhlm bol izolovany z ndlevu kvasenych
shoriek. Sd to grampozitivne palicky, vyskytujtice sa v palisdidach. Na MRS
~vorf gulaté, hladké, mliecne biele, pololeskié, vypuklé kolonie o velkosti
! az 2 mm v priemere, so suvislym okrajom. Rastie pri 15°C, nerastie pri
£3°C. Je homofermentativny. Fermentacny profil kmena, spolu s dal$imi,
avddza tab.1.

Kmeifi Lactobacillus brevis uhlw bol izolovany z ndlevu kvasenych
shoriek. St to grampozitivae paliCky, vyskytujice sa v palisidach, jednot-
livo alebo v nepravidelnych zhlukoch. Na MRS tvori gulaté, hladké, jasno-
Hiele, lesklé, vypuklé kolonie o velkosti okolo 1 mm v priemere, so sdvislym
skrajom. Rastie pri 157°C, nerastie pri 45°C. Je heterofermentativny.



Tabulka 1. Fermentatné vlastnosti kinefiov L.plantarum uhlm, L.brevis uhiw, L.planta-
rum uhly, Lplantaruni uhs161, Lpentosus kal9w a Pparviilus kap3i.
Table 1. Fermentation profiles of strains L.planturuni ubhin, L.brevis ublw, Lplantarum uhly,
L.plantarun uhs16i, Lpentosus kal9w and Pparvidus kap3i.

uhlm uhlw uhly uhs 16 kal9w kap3i

D-glukéza + - 4 + 4 +
glukonat + - + & ¥ R
D-frukt6za + + - + N +
L-sorbéza B - . < N .
D-fukdza - » - . N R

-fukdza - - - - N )
D-tagatdza . : . B} N )
nboza + + + + B '

|

galaktdza + | + n + 5 4
D-mandza B 5 + s 4 +
D-xyloza , . + - . + B
L-xyloza - . : N )
D-arabindza - - s « N B
L-arabindza + + : . . .
D-lyxéza 5 2 . . N .
ramnoza - = . = N i
maltéza + + + + % +
laktdza + + + + . _
sachardza + . n + + .
trehaldza + - + + 4 G
melibidza - + + + N
melezitdza + % + % ” i
D-turanéza + - B, N R
celobiéza + - + + + +
B-gentobidza + - 3 $ N .
D-rafinéza - - . + + .
glycerol - - . - B} B
manitol + - + 4 + B
sorbitol + = 3 B N R
erytritol - - . B N .
adoniiol - - - ; N .
dulcitol . 2 - } N % .
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Tabulka 1. - pokragovanie
“able 1. - continued

uhlim uhlw uhly uhs16i kal9w kap3i
nozitol i - - - - N =
wvhitol | - - - N -
D-arabitol - - - - N
_-arabitol - = - - N ~
N-acetylglukdzamin + | - + + N -
+ metyl-D-glukozid ? N
c-metyl-D-manozid - N
S-metvlxylozid N 1 -
inulin - - N
zivkogén - N -
mygdalin 4 | - + ‘ + N +
2rbutin it = + ! + N -
alicin * ? + + N +
Z-ketoglukondt : N ‘
i
S-ketoglukondt } : + ] = ! - N } -
- vorba kyseliny z danc¢ho substrituy, + acid formation from the given substrate,
kmen kyselinu z daného substrdtu netvori, - acid is not formed from the given substrate,
nestanovens. N notdeternned.

Kmen Lactobacillus plantarum uhly bol izolovany z ndlevu kvasenych
shoriek. St to grampozitivne pali¢ky, vyskytujtice sa vo dvojiciach alebo
oalisddach. Na MRS tvori gulaté, hladké, mliecne biele, lesklé, vypuklé
«olonie o velkosti 1 az 2 mm v priemere, so stivislym okrajom. Rastie
ori 15°C, nerastie pri 45°C. Je homofermentativny.

Kmen Lactobacillus planiarum uhs16i bol izolovany z ndlevu kvasenych
shoriek s vySSou koncentriciou NaCl. St to grampozitivne palitky, vysky-

-

itice sa vo dvojiciach alebo palisidach. Na MRS tvori gulaté, hladké,
mlietne biele, lesklé, vypuklé kol6nie velkosti 1 aZ 2 mm v priemere,
so stivislym okrajom. Rastie pri 15°C, nerastie pri 45°C. Je homofermenta-
uvny.

Kmef Lactobacillus pentosus kal9w bol izolovany z kvasenej kapusty.
St to grampozitivne palicky, vyskytujtce sa vo dvojiciach, zhlukoch a krit-
<ych palisddach. Na MRS worf gulaté, hladké, jasnobiele, lesklé, mieme

11
«u
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Obr. 1. Rast kultir kmetiov Lplantarusy uhlm, Lbrevis uhlw, Lplantarum uhly, L.plania-
runi uhs161, Lopentosus kal9w a Pparvilus kap3i (a) a zodpovedajici pokles pH (b) v médiu MRS
pn 30°C.

Fig.1. Culture growth of strains L planiarunt ubilm, L.brevis uhbw, Loplantarunc uhly, Lplania-
rum uhs 161, Lpentosus kal9w and Pparvidus kap3i (a) and corresponding fall in pH (b) in MRS
medium at 30°C.



vypuklé, mukézne kolonie o velkosti okolo 2 mm v priemere, so sivislym
okrajom. Rastie pri 15°C, nerastie pri 45°C. Je homofermentativny.

Kmen Pediococcus parvulus kap3i bol izolovany z kvasenej kapusty. St
to grampozitivne koky, vyskytujice sa po dvoch alebo po Styroch. Na MRS
rvorf gulaté, hladké, jasnobiele, leskl€, mierne vypuklé koldnie o velkosti
0.5 mm v priemere, so suvislym okrajom. Rastie pri 15°C a 35°C, nerastie
pri 37°C a45°C. Rastie na MRS 504 % 2 6,5 % NaCl. Je homofermentativny.

Kultdry izolovanych kmefiov z rodu Lactobacillus rastli dynamicky

v médiu MRS za mieSania pri 30°C a rychlo okyslovali médium (obr.1).
NajaktivnejSie sa javia L.plantarum uhly, uhsl6t a uhlm, a tiez L pento-
sus kalOw. Zdanlivo niz8ia konecnd hustota kultiry L.plantarum uhlm
~ staciondrnej fdze sdvisi s typickou vioCkovitou konzistenciou biomasy
rohoto kmena. Kultiry L.brevis uhlw rdstli o nieCo pomalSie a mali tiez
dlhdiu lag-fdzu. Pomere pomaly ristli v pdde MRS kultdry P.parvu-
{us kap3i. Tento fakt viak zrejme stivisi s nevhodnostou pdbdy MRS pre kul-
“iviciu tohoto kmeiia, nakolko v kapustnej Stave sterilizovanej mikrofiltrdciou
rastli kultdry Pparvulus kap3i velmi dynamicky (W > 1 h™).

Optimdlna kultivaénd teplota pre vietky kimene bola 30°C. Vychiddzajic
z predpokladu, Ze z ekonomickych dovodov budt kimene v praxi pouZivané
~a kvasenie zeleniny pri nizSich teplotich, porovnala sa dynamika rastu
<ultdr pri optimdlnej teplote miestnosti (tab.2). Dynamika rastu kultdr je
- pri teplote miestnosti vel'mi dobri.

Pre praktické pouzitie kmenov je dolezitd aj ich tolerancia voCi NaCl
v koncentrdciach, pouzivanych pri kvaseni zeleniny. Pridavok 2 % NaCl
10 pddy MRS nemal negativny vplyv na dynamiku rastu ziadneho zo Stu-
Zovanych kmenov.

Pri kultivdcii v pode MRS sa sledovala produkcia organickych kyselin.
Studované kmene produkovali kyselinu mlieCnu, a heterofermentativny
wmefi L.brevis uhlw tiez kyselinu octovi. L-Izomér kyseliny mliecnej
srodukoval kmene v mnozstve 3,9 az 5,7 g.I'' (tab.3). Z hladiska podielu
L-izoméru na produkovanej kyseline mlieCnej si najvyhodnejsie kmene
L brevis uhlw a Pparvulus kap3i.

Niektoré kmene baktérii mlieCneho kvasenia st zndme produkciou von-
nej ldtky diacetylu, ktorej pritomnost pri kvaseni zeleniny je viak proble-
matickd. Kvalitativny test na produkciu diacetylu ukdzal, Ze tito ldtku v pode
MRS produkuje kmen Loplantarum uhs16i, kym ostatné Studované kmene
fiacetyl neprodukuju.
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Tabulka 2. Dynamika rastu kultir kmeniov L.plantarum ahlm, L.brevis uhlw,
L.plartarum uhly, L plantarum uhs161, Lpentosus kal9w a Pparvulus kap3t v médiu MRS
pri optumdlnej teplote a teplote miestnosti.

Table 2. Culture growth of strains L.plantarum uhlm, L.brevis uhlw, Lplantiaruni uhly,
L.plantarum: vhs16i, Lpentosus kal9w and Pparvulus kap3i in MRS medium
at optimal and room temperatures, respectively.

piny
Kine ! 30°C 23°C
uhlm 0,97 0,53
uhlw 0,78 0,49
uhly 0,93 0.54
uhs161 i 0,96 0.56
kal9w 0,92 0.52
kap3i 0,37 0,32

1 - Strain.

Tabulka 3. Organické kyseliny tvorené v kultivaénom médiu MRS kmenmi L plantaruni uhlin
L.brevis uhlw, Loplantarum ubly, L.plantarun uhs16i, Lpentosus kal9w a Pparvidus kap3i.
Table 3. Organic acids formed in MRS medium by strains L plantarum uhlm, L.brevis uhw.
Loplantarum uhly, L plantarun: chsl6i, Lpentosus kal9w and Pparvulus kap3i.

Kmei ! DL-HLac * gl % L/%D’ HacY (g
uhlm 15.1 38/62 stopy s
uhlw 11.8 56/44 5.5
uhly 17,2 29/71 stopy
uhsi6i 171 30/70 stopy
kal9w 159 31/69 stopy
kap3i 12,8 45/55 i stopy

2 - Kyselina mlie¢na, stanovend izotacholoreticky, 3 - pomer L- a D-izomérov kyseliny mlie&ne).
stanoveny enzymovo, 4 - kyselina octova, stanovend izotachoforeticky.

1 - Strain, 2 - Lactic acid as determined by isotachophoresis, 3 - L-Lactic acid : D-lactic acid ratio, as
determined enzymatically, 4 - acetic acid as determined by isotachophoresis, 5 - traces.

(8]
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Zelenina, pouzitd ako substrdit pre kvasenie, mdZe obsahovat uréité
mnozstvd dusiCnanov. Preto je dolezité, aby kmene, urCené na jej kvasenie,
~eredukovali dusiCnany na hygienicky nepripustné dusitany. Kvalitativny
=5t v komplexnom médiu obsahujicom dusicnan ukdzal, Ze Ziadny zo Stu-
‘ovanych kmenov neredukuje dusiCnany na dusttany.

Uvedené kmene sa dspeSne pouZili na kvasenie zeleniny. NajlepSie

rzanoleptick€ vlastnosti pripravenych miieCne kvasenych zeleninovych
czldrov sa dosiahli pouzitim kmenov Pparvulus kap3i, L pentosus kal9w
= Lplantarum uhly. Ako najlepSi substrat sa ukdzali tekvica a patizén.
“ripravené Saldty preukdzali trvanlivost 6 mesiacov pri teplote miestnosti.
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Isolation and characterization of hacterial strains
for lactic fermentation of vegetables

Summary

Several strains of lactic acid bacteria have been isolated from spontaneously fermented vegetables
(sauerkraut, cucumbers). 6 strains have been characterized: 3 different strains of Lactobacillus
plantarum, and per one of Lactobacillus brevis, Lactobacillus pentosus and Pediococcus parvidlus.
The strains grow well on vegetable substrates and in acomplex medium MRS. They produce a mixture
of lactic acid isomers. One strain of L. plantarun produces diacetyl. None of the strains reduces nitrates
to nitrites. The strains have been successfuily used for lactic acid fermentation of vegetables to produce
fermented salads.
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