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ABSTRAKT

Praca vedie k zadefinovaniu podmienok umoziiujicich pripravu fermentovaného ovocného népoja
s obsahom rakytnikovej a jablkovej Stavy a upozornuje na benefity, ktoré prinasa fermentéacia ovocnych stiav.
Experimentalne vysledky dokazuju, ze Lb. plantarum je najvhodnej$i mikroorganizmus na fermentaciu
rakytnikovej §tavy (RS) s nizkym pH a vysokym obsahom kyseliny jablénej. Najlepsie podmienky pre priebeh
jablkovo-mliecnej fermentacie s baktériou Lb. plantarum zabezpecuje kombinacia rakytnikovej a jablkovej
Stavy v pomere 2:3. PoCas fermentacie sme nezaznamenali vyrazny pokles obsahu cukrov, ale bol pozorovany
pokles obsahu kyseliny jabl¢nej, zvysenie obsahu kyseliny mliecnej, zvySenie hodnoty pH a pomer cukrov
a kyselin. Pozorovali sme pokles celkového obsahu fenolov a zvySenie celkovej antioxidacnej aktivity

fermentovanej §tavy, ¢o je vyborny prinos z hladiska zlepSenia nutricnych viastnosti RS.
Klucove slova: Rakytnik, jablcno-mliecna fermentdcia, Lactobacillus plantarum

ABSTRACT

The work leads to the definition of the conditions enabling the preparation of a fermented fruit drink containing
sea buckthorn and apple juice and draws attention to the benefits brought by the fermentation
of fruit juices. Experimental results prove that Lb. plantarum is the most suitable microorganism
for the fermentation of sea buckthorn juice (RS) with a low pH and high content of malic acid. The best
conditions for the course of apple-milk fermentation with the bacterium Lb. plantarum is provided by
a combination of sea buckthorn and apple juice in a ratio of 2:3. During fermentation, we did not notice
a significant decrease in the content of sugars, but a decrease in the content of malic acid, an increase
in the content of lactic acid, an increase in the pH value and the ratio of sugars and acids were observed.
We observed a decrease in the total content of phenols, an increase in the antioxidant activity of the fermented

juice, which is an excellent benefit in terms of improving the nutritional properties of RS.
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UVOD / INTRODUCTION

Stava z bobul’ rakytnika resetliakového je bohatym zdrojom biologicky aktivnych latok a antioxidantov.
Rakytnik obsahuje vysoké mnozstva vitaminu C, v rozmedzi 0,98-5,14 mg/g, v zavislosti od analyzovanej
odrody, kultivaru, ¢asu zberu, miesta rastu a klimatickych podmienok pocas pestovania (Sytafova et al. 2020).
Dalej je dobrym zdrojom fenolickych antioxidantov prevazne v glykozilovanej forme (0,59 do 4,07 mg/g),
z ktorych dominantné st izohamnetin a kvercetin (Ma et al. 2017). Karotenoidy su pritomny hlavne vo forme
beta-karoténu (Sytafova et al. 2020), vitamin E vo forme a-tokoferolu (Eccleston et al. 2002) a vyznamne
zastipeny je niacin zo skupiny vitaminov B. Obsah tychto latok spolu s obsahom mineralov, dava rakytnik do
popredia z hl'adiska porovnavanej nutri¢nej hodnoty k inému ovociu (Stobdan et al. 2010). Stava pripravena
z bobul’ predstavuje efektivny a dostupny spdsob prijmu vitaminov, flavonoidov, fytosterolov a mineralov
(Sytarova et al. 2020). Jej konzumacia vedie k zniZeniu rozvoja rizikovych faktorov prispievajtcich k vzniku
kardiovaskularnych a zapalovych ochoreni (Yang et al. 2016). Vyznamné je jej antiaterogénne (Luo et al.
2015) protinddorové (Guo et al. 2017) a imunomodulacné pdsobenie (Mishra et al. 2008), ako aj pozitivny
vplyv na metabolizmus (Mortensen et al. 2018). Jednym z dovodov, pre¢o nie je rakytnikova §tava (RS)
napriek vysokému obsahu zdraviu prospesnych latok zakomponovana do jedalnicka l'udi vo vicSej miere,
je jej kysla az adstringentnd chut’. T4 je spdsobena vysokym obsahom kyseliny jablénej a nizkym pomerom
obsahu cukrov a kyselin (Ma et al. 2017; Markkinen et al. 2019). Jednou z mozZnosti, ako pozmenit’ senzoricky
neatraktivne vlastnosti RS je jej fermentacia, ktord je vhodnou alternativou k sladeniu, & priprave dzemov.
Ked'Ze prebiecha bez zvySenia teploty, nedochddza pri nej k degradécii termicky labilnych nutrientov
a neziadlcej zmene farby (Martinsen, Aaby, a Skrede 2020). Rakytnikova S§tava, prostredie s vysokym
obsahom kyseliny jablcnej a nizkou hodnotou pH, poskytuje podmienky vhodné na priebeh jabl¢no-mliecne;j
fermentacie (JMF) (Markkinen et al. 2019). Jablcno-mlie¢na fermentécia, vysledok metabolizmu baktérii
mliecneho kysnutia, predstavuje enzymatickl dekarboxylaciu chutovo vyraznej kyseliny jablénej za vzniku
lahodnejsej kyseliny mlie¢nej. Tento proces je rozSireny a nenahraditelny najméa vo vinarstve, ale Coraz viac
aplikovany aj pri spracovani ovocnych Stiav. Na zmenu vlastnosti ovocnych Stiav sa najcastejSie vyuziva
Lb. plantarum (Filannino et al. 2016). Organoleptické vlastnosti st pocas fermentacie vylepSené nielen
redukciou obsahu kyseliny jabl¢nej, ale aj produkciou aromatickych latok, vytvarajucich komplexny chutovo-
vonny profil. Patria medzi ne alkoholy, estery, aldehydy a ketony (Ricci et al. 2019). Medzi benefity
fermentovanych ovocnych Stiav nepochybne patri zvySend antioxidacna aktivita (AA) (Wu et al. 2020),
antibakterialna aktivita (Hashemi et al. 2017), stalost’ vitaminu C (Hashemi et al. 2017) a fenolov (Di Cagno
et al. 2011), & predizend trvanlivost’ (Muhialdin et al. 2020). RS ako vychodiskovy material pre fermentaciu
nebola doteraz dostato¢ne preskimana. Pri priprave fermentovaného ovocného népoja obsahujiiceho RS je
potrebné zvazit', aku bakterialnu kultaru a koncentraciu RS zvolit’ a dokumentovat’, k akym biochemickym

zmenam dochéadza pocas procesu, ale aj pocas skladovania produktu.
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MATERIAL A METODIKA / MATERIAL AND METHODS

Pouzité suroviny

«100 % rakytnikova §tava RS (cultivar Leikora) z PD Tvrdo3ovce (Tvrdosovské zlato; 2019),

*100 % jablcna stava z odrod Golden Delicious, Jonagold a Gala, vypestované v PD TvrdoSovce

(TvrdoSovské zlato; 2019).

Mikrobiologické analyzy

Rast mikrobialnych kmetiov a zmesnych kultiir sme sledovali v roztokoch RS v troch koncentraciach (25 %,
50 %, 100 %) v zmesi s MRS bujonom a v samotnom MRS bujone pomocou merania absorbancie
v 3 paralelkach. Pouzité boli nasledovné mikroorganizmy:

Lb. plantarum (kmene CCM 7039 a K816), Lb. acidophilus LA, Lb. brevis CCM 1815, Lb. reuteri BioGaia,
Lb. rhamnosus GG, Streptococcus thermophilus TH3; a zmesné kultury jogurtova, probioticka, smotanova
a kefirovd. NaocCkované roztoky sa inkubovali v mikroplatnickovom readeri (Epoch Microplate
Spectrophotometer) 24 hodin pri 37 °C za aerébnych podmienok. Meranie absorbancie prebehlo kazdi hodinu

pri vlnovej dizke 600 nm.

Zivotaschopnost’ Lb. plantarum CCM

RS sme kombinovali s jablénou §tavou s ciefom optimalizovat’ prostredie pre rast mikroorganizmov.
Pridavkom RS do jablénej §tavy sme pripravili zmesné §tavy na fermentaciu s koncentraciou RS 10 %, 20 %,
30 % a 40 %. Do skimaviek sme odobrali 5 ml zo zmesnych §tiav a inokulovali ich 200 pl no¢nej kultary
Lb. plantarum CCM 7039, ktora rastla v MRS bujone. Sada skiimaviek bola pripravena pre vykonanie
stanoveni v Case 0, 10, 24, 48 a 72 hodin. Inkubécia prebiehala pri 37 °C za aerobnych podmienok. V danych
¢asoch sme zo skiimaviek odobrali 1 ml a pripravili desiatkové riedenia fyziologickym roztokom po rad 10°®.
Z nariedenych vzoriek sme odobrali 200 ul a inokulovali ich na povrch MRS agaru s naslednym rozterom
hokejkou. Naoc¢kované Petriho misky boli minimélne 48 hodin umiestnené v termostate s 37 °C a aerébnymi

podmienkami.

Stanovenie Kkyseliny askorbovej, jabl¢nej a mlie¢nej
Kyselinu jabl¢nu, mlie¢nu a askorbovu sme stanovovali pomocou HPLC (Agilent Technologies 1260 Infinity

IT LC System; Multiple Wavelength Detector; Quaternary Pump) podla (Schubertova et al. 2021) .

Stanovenie celkového obsahu fenolov a flavonoidov
Celkovy obsah fenolov bol stanoveny spektrofotometricky po reakcii s Folin-Ciocalteuovym c¢inidlom
a bezvodym uhli¢itanom sodnym (Yu et al. 2002). Obsah flavonoidov bol stanoveny spektrofotometricky

po reakcii s chloridom hlinitym-6H>O v etanole (Kreft et al. 2002).

VYSLEDKY A DISKUSIA / RESULTS AND DISCUSSION
Napriek rozsiahlemu vyuzivaniu Lb. plantarum na fermentaciu ovocnych Stiav sme sa rozhodli otestovat’

viabilitu buniek v RS pre viaceré mikrobidlne kultiry, & uZ &isté alebo zmesné. Najlepsi rast preukazal
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Lb. plantarum CCM 7039, ale aj Lb. brevis CCM 1815 (Obr. 1). Ziadna kultura nerastla dobre v 50 %
a 100 % RS. Lb. brevis CCM 1815 rastol dokonca lepsie v 25 % RS ako v MRS bujéne a lepsie v 50 % RS
nez Lb. plantarum CCM 7039. Jeho metabolizmom cukrov vSak dochadza k vysSej produkcii kyseliny
octovej, etanolu a CO; ako v pripade Lb. plantarum, ktory produkuje takmer vylu¢ne kyselinu mlie¢nu.
Produkty metabolizmu Lb. brevis, by tak pri vyrobe ovocnych Stiav mohli spdsobit’ nevhodnu chut,

ale aj narast obsahu alkoholu. Pre d’alSie experimenty sme preto zvolili Lb. plantarum CCM 7039.

Rast Lactobacillus plantarum CCM 7039 Rast Lactobacillus brevis CCM 1815
v MRS bujéne a jeho zmesiach s rakytnikovou Stavou v MRS bujéne a jeho zmesiach s rakytnikovou 3tavou
1,6 1
1,4 sesesesove
¥ .® a0 ®?® L] 0,8
o 12 e ® o}
o o
g 1 o’ £ 06
20,8 . 8
o o
£0,6 ] fa 0,4
<Ti 0,4 - <0
P 0,2
0,2 ®0e
0 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
t [h] t[h]
e MRS bujén ®25%RS @ 50%RS MRS bujén ©25%RS © 50%RS

Obrazok 1: Rast Lb. plantarum a Lb. brevis v MRS bujone a jeho zmesiach s rakytnikovou §tavou

Pri vybere ovocnej §tavy, ktora sme pridali k RS s cielom vytvorit’ lepsie podmienky pre rast Lb. plantarum,
sme brali do ivahy jej dostupnost’ a taktiez sme vychadzali zo Stadie (Espirito-Santo, Carlin, a Renard 2015),
ktora dokumentovala lepsi rast Lb. plantarum v jablcnej §tave nez v hroznovej alebo pomarancove;.
Zo zostrojenych priblizeni rastovych c¢iar (Obr. 2) vidno, Ze pocet koldniotvornych jednotiek KTJ Lb.
plantarum CCM 7039 v zmesnych §t'avach bol na zac¢iatku fermentacie 7—8 log KTJ/ ml a poCas fermentacie
pomaly klesal, za 72 h sa znizil o 5 logaritmickych poriadkov. Pocet KTJ Lb. plantarum CCM 7039
v jednotlivych zmesiach RS a jablénej §tavy v konkrétnych ¢asoch nevykazuje vel'ké rozdiely. Nage vysledky
dokazuju, ze pocet KTJ vo zvolenych Casovych tsekoch, je len mierne zavisly od koncentracie stavy
rakytnika. To znamend, ze pouZitie najvysSej Studovanej koncentracia Stavy z rakytnika (40 %) nie je
problémom z hl'adiska fermentacie. Fermentacia RS s koncentraciou 40 %, by mohla prebichat’ porovnatelne
s fermentaciou RS s koncentraciou 10 %. Okrem toho, niekol’ko $tadii naznaduje, Ze ¢im je vstupné médium

kyslejsie, tym intenzivnejSia je konverzia kyselin (Filannino et al. 2016; Schubertova et al. 2021).
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Obrazok 2: Rast Lb. plantarum CCM 7039 v zmesiach RS a jablénej §tavy v $tyroch

koncentréaciach, vyjadreny ako zéavislost’ poctu mikroorganizmov N od ¢asu t.
Dokonca, vzhl'adom na vyskumy vypovedajice o pozitivnej zavislosti medzi intenzitou priebehu JMF
a zniZzenou hodnotou pH (Filannino et al. 2016; Schubertova et al. 2021), by vysledny produkt mohol mat’
viac pozmenené vlastnosti, ak by vychodiskovou surovinou bola prave 40 % RS. Pri vyuziti kmefia
Lb. plantarum na fermentaciu RS sme zistili, 2¢ JMF vedie ku kompletnej konverzii kyseliny jabléne;.
Kyselina jabl¢na bola teda preferovanym zdrojom uhlika v porovnani s cukrami. Z toho dévodu sme pocas
fermentacie nezaznamenali vyznamné zniZenie obsahu cukrov, ale bolo pozorované zniZenie obsahu kyseliny

jabl¢nej, zvySenie obsahu kyseliny mliecnej, zvySenie hodnoty pH a pomeru cukrov a kyselin (Tab. 1).

Tabul’ka 1: Vybrané parametre zmesi RS a jablkovej §tavy po fermentacii kmetiom Lb. plantarum

Pozorované zmeny

Parametre Fermentovana RS riedena jablénou $tavou; 40 %
rast Lb. plantarum +
Po 12 hod. 0 50 %
obsah kyseliny jabl¢nej Po 24 hod. 0 80 %
Po 72 hod. pod medzou stanovenia

pokles kyslosti a adstringencie
zmena senzorickych vlastnosti po 24 hod narast sladkosti

po 24 hod off-flavour a off-odor
zmena obsahu cukrov +
narast pH a pomeru obsahu cukrov a kyselin +
zmena obsahu vit. C -
zniZenie obsahu fenolov +
zvySenie antioxidacnej aktivity +

+ pozorovana zmena; - zmena nebola pozorovana

Zaroven sme pozorovali znizenie celkového obsahu fenolov a narast antioxida¢nej aktivity fermentovanej
Stavy, ¢o je v sulade s pozorovaniami viacerych autorov (Filannino et al. 2016; Ricci et al. 2019; Wu et al.

2020). Narast antioxidacnej aktivity (AA) je spajany so zmenou Struktiry fenolickych latok. Aglykony
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flavonolov preukazuji ovela vyssiu AA ako ich glykozidy. Dévodom je vol'na fenolicka hydroxylova skupina
aglykonov, na ktorti sa v pripade glykozidov viaze glykozidickou vdzbou cukornd zlozka. Prikladom je

porovnanie AA kvercetinu a rutinu (diglykozid kvercetinu nachadzajuci sa v RS. Vys§iu AA ma kvercetin.

ZAVER / CONCLUSIONS

Fermentacia rakytnikovej Stavy predstavuje perspektivnu metddu, ako vylepSit’ organoleptické vlastnosti
§tavy. Sledovanim rastu 11 mikrobialnych kultir sme za mikroorganizmus najvhodnejsi pre rast v RS oznaéili
Lb. plantarum CCM 7039. To je v stlade s mnohymi Stidiami potvrdzujiicimi schopnost’ Lb. plantarum rast
na rastlinnych materidloch a metabolizovat’ v nich pritomné latky za vzniku chcenych produktov. Dobry rast
prejavil aj Lactobacillus brevis CCM 1815. V naSej praci sa nepreukdzala schopnost ziadneho
mikroorganizmu rast v &istej RS, v dosledku &oho sme ako vychodiskovy materidl pre pripravu
fermentovaného ovocného napoja, pouzili niekol’ko zmesi rakytnikovej a jabl¢nej §tavy. Kompromisom
medzi pouzitim o najvyssej koncentracie RS a vytvorenim prostredia vhodného pre fermentaciu kmetiom
Lb. plantarum CCM 7039, je mie$anie rakytnikovej a jablénej $tavy v pomere 2:3. Fermentacia zmesnej RS
viedla k zlepSeniu celkového senzorického profilu pripraveného néapoja, Co je ziadlce vzhl'adom na
adstringentnu a kyslu chut’ &istej RS. Zaroveii fermentacia RS prispela k zvy$eniu celkovej antioxidaéne;

aktivity pripravené¢ho napoja, €o je povazované za vyznamny benefit z hl'adiska zvySenia nutri¢nej hodnoty.
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