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1J SI
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Al Namen diplomskega dela je ugotoviti, kako dodatek kvasne suspenzije vpliva na sestavo

in koli¢ino aromati¢nih hlapnih spojin v rzenih kislih testih in ustreznih rZenih kislih
kruhih v primerjavi s tistimi testi, ki jim kvasovk nismo dodali, ter rzenimi kruhi (slepi
vzorec). Dodajali smo razli¢ne koli¢ine (0,13 mL in 1,13 mL) suspenzije kvasovk S.
cerevisiae in nastale hlapne aromati¢ne spojine ovrednotili s pomoéjo GC-MS. Kot
optimalni dodatek kvasne suspenzije smo dolocili 0,13 mL, ki vodi do nastanka vecje
koli¢ine nekaterih hlapnih spojin predvsem v skorji rzenih kislih kruhov. Mednje
uvrs¢amo 3-metil butanal, 1-hidroksi-2-propanon, 3-metil-1-butanol, 2,3-butandion, 2-
metil-propanal, ocetno kislino, metil pirazin, 3-metil furan in etil acetat. Nekatere hlapne
aromati¢ne spojine, kot so metil-1-propanol, metil-1-butanol, 2,3-butandion, ocetna kislina
in 1-heksanol, pa se povecajo v sredici rZenih kislih kruhov. To so produkti kvasovk in
MKB. Dodatek razli¢nih koli¢in kvasne suspenzije prav tako vpliva na koncentracijo 2,3-
butandiona. Slednji se ob dodatku 0,13 mL kvasovk povisa v sredici in v skorji, ob
dodatku 1,13 mL kvasovk pa le v skorji. Ob uporabi 0,13 mL kvasovk smo dobili kar 44 %
vedji hlebcek. V tem primeru se je pospesil tudi nastanek kislin v kislih testih, medtem ko
se je ob dodatku vecje koli¢ine (1,13 mL) upocasnil in s tem zavrl tudi padec vrednosti
pH. Enako velja za sredice rZenih kislih kruhov. Vsebnost maltoze, glukoze in fruktoze se
je v kislih testih povecala od dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije. Prav tako je dodatek
vplival na vsebnost sladkorjev v rzenih kislih kruhih, kjer se je spremenila le vsebnost
maltoze, ki je padla. Glede na dobljene rezultate smo zakljucili, da dodatek 0,13 mL
kvasne suspenzije vodi do nastanka rzenih kislih kruhov z najbolj primerno vsebnostjo
hlapnih aromati¢nih spojin in drugih parametrov, ki pri tem sodelujejo in so pomembni, da
kon¢ni izdelek potro$nik pozitivno sprejme.
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SI

sl/en

The aim of this thesis was to investigate the influence of added yeast suspension on
composition and quantity of volatile aromatic compound in rye sourdoughs and
correspondent rye sourdough bread in comparison to those where yeast or sour dough
were not added. The focus of analysis was on 2,3-butanedione (diacetyl) production. The
effect of addition of different quantities (0,13 mL and 1,13 mL) of yeast S. cerevisiae on
aromatic compound production was evaluated by using GC-MS. Concentration of 0.13 mL
was identified as an optimal addition since it leads to the formation of larger quantities of
some volatile aromatic compounds especially in rye sourdough crust. Aromatic
compounds such as 3-methyl-butanal, 1-hydroxy-2-propanon, 3-methyl-1-butanol, 2,3-
butanedione, 2-methyl-propanal, acetic acid, methyl pyrazine, 3-methyl furan and ethyl
acetate contribute to the flavour of the latter. The increased content of metyl-1-propanol,
metyl-1-butanol, 2,3-butanedione, acetic acid and 1-hexanol in the crumb of rye
sourdough bread were observed. Those volatile aromatic compounds are the products of
both LAB and yeasts. Addition of different quantities of yeast suspension also affected the
quantity of 2,3-butanedione produced. Higher concentrations of the latter where shown
both in crumb and crust of rye sourdough bread. On the other hand, the addition of 1,13
mL gave elevated values of this volatile aromatic compound only in crumb. By using 0,13
mL of yeast suspension, we got bread with volume increased by 44%. The formation of
acids is sourdough was also accelerated, while the addition of larger quantities (1,13 mL)
slowed the formation and hence caused the drop of pH value. The same applies to the
crumb of rye sourdough bread. The content of maltose, glucose and fructose increases
with the addition of 0,13 mL of yeast suspension. Addition of yeast also has an impact on
sugars in rye sourdough bread where changes in maltose content occur. The maltose
content decreased. Results showed that the addition of 0,13 mL of yeast suspension led to
the formation of sourdough rye bread with the most appropriate content of volatile
aromatic compounds as well as the most appropriate values of other parameters involved
in the process. This is very important for the positive acceptance of the final product by
the consumer.
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oz.a referen¢no vrednostjo

titrabilne kisline

povprecna vrednost
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1 UVOD

Kislo testo se za izdelavo kruha uporablja Ze ve¢ kot 5000 let (Hansen in Schieberle, 2005)
in je eden od najstarejSih biotehnoloskih procesov v proizvodnji hrane. Prvotno se je
uporabljalo predvsem kot oblika vzhajanja (Brummer in Lorenz, 1991) vse do leta 1846,
ko so kot sredstvo za vzhajanje priceli uporabljati kvasovke vrste S. cerevisiae v tako
imenovanem Vienna procesu. Kljub temu da se je uporaba kislega testa zmanjsala, se je
tradicionalni nacin fermentacije obdrzal v veliko pekarnah vse do 20. stoletja, saj je bil
cenejSi. Okoli leta 1919 je z razvojem starterja kislega testa slednje postalo dostopno na
trgu, zato so ga tedensko dostavljali pekarnam ter tako zagotovili konstantno kakovost in
ucinkovitost njegove proizvodnje. Starter je imel pozitiven vpliv na kakovost in varnost
izdelka, ne pa tudi na Cas procesa (Brandt, 2007). V zadnjem stoletju je bila fermentacija
kislega testa v veliki meri zamenjana z direktnim zamesom (Decock in Cappelle, 2005),
predvsem zaradi dolgotrajnosti njenega procesa.

Zaradi vedno vecjega povpraSevanja sodobnih potrosnikov po naravnih, okusnih ter
aromaticnih kruhih se kislo testo ponovno vraca v uporabo (Arendt in sod., 2007). V
mesSanici moke in vode, ki dolocen cCas stoji, se namnozijo naravno prisotne kvasovke in
bakterije. Tako meSanico dodamo glavnemu zamesu in mu izboljSamo teksturo, rok
trajanja ter predvsem aromo pecenih izdelkov. Mikroflora kislega testa prispeva k nastanku
CO; in posledi¢no k vzhajanju in zakisanju meSanice. Slednje je za rzeno moko in njeno
uporabo v peki bistveno z vidika delovanja na zitne encime (Brandt, 2007). S pomocjo
proteaz tekom procesa fermentacije nastanejo AK, ki sluzijo kot prekurzorji. Ti se z
metabolno aktivnostjo mikroorganizmov pretvorijo v aromati¢ne spojine, ki lahko
nastanejo tudi s termi¢nih reakcijami med peko. Poleg tega na okus in aromo kruhov
vplivata tudi mlecna in ocetna kislina, ki imata vlogo zas¢ite pred mikrobioloskim kvarom,
kar posledi¢no vpliva na daljsi rok trajanja kruha (Thiele in sod., 2002).

Kislo testo s svojo naravnostjo in tradicijo sodi med visoko kakovostne kruhe z izrazitimi
organolepti¢nimi lastnostmi. Aroma je rezultat interakcij vec faktorjev: tipa moke in drugih
sestavin oziroma tipa fermentacije z razli€nimi znacilnostmi, ki so pogojene s tem, ali je
fermentacija opravljena s kvasovkami (S. cerevisiaei) ali MKB (Zlateva in Karadzhov,
2008). Z dodatkom kvasovk lahko do dolo¢ene mere vplivamo na nastanek aromati¢nih
spojin ter na tak na¢in poskuSamo proizvesti bolj aromati¢ne izdelke z vec¢jo vsebnostjo
tistih aromati¢nih spojin, ki bodo vplivale na vec¢jo sprejemljivost proizvoda pri kupcu. Ena
izmed takih spojin je tudi 2,3-butandion (diacetil), ki daje prijetno aromo po maslu. Ostali
parametri, ki smo jih prav tako dolocali, posredno ali neposredno vplivajo na vsebnost
aromati¢nih spojin v kruhu in tudi na druge atribute, zaradi katerih se kupci odlocijo za
kon¢ni izdelek.
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1. NAMEN NALOGE

Kruh, narejen iz kislega testa, je tradicionalni produkt z velikim potencialom. Zasluga za
ponovni uspeh rzenih kislih test je v visoko kakovostnih kruhih tako s prehranskega vidika
kot tudi zaradi izboljSane teksture, daljSega roka trajanja kot posledice zasCite pred
plesnimi in bakterijskim kvarom ter predvsem zaradi izrazitih organolepti¢nih lastnosti.

Glavni namen diplomskega dela je razumevanje nastajanja aromati¢nih spojin ter
njihovega vpliva na aromo v kon¢nem izdelku — kruhu. Primerjali bomo sestavo in
vsebnost hlapnih aromati¢nih spojin v kisih testih ter skorji in sredici ustreznih rzenih
kislih kruhov, katerim smo dodajali razli¢ne koli¢ine (1,13 mL in 0,13 mL) sespenzije
kvasovk S. cerevisiae, s tistimi, ki jim kvasovk ne bomo dodali, ter s slepim vzorcem
(direkten zames). Posebno pozornost smo namenili vsebnosti 2,3-butandiona (diacetila),
saj je bila v predhodnjih raziskavah izmerjena povecana vsebnost te hlapne aromati¢ne
spojine ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije (glede na koli¢ino uporabljene moke)
(Redek, 2009). Isto¢asno smo dolocili Se vpliv dodatka kvasovk v kislo testo na TTA, na
vsebnost sladkorjev v rzenih kislih testih in ustreznih rzenih kislih kruhih ter na njihov
volumen in pH. Ti parametri prav tako pomembno vplivajo na aromo v rzenih kislih kruhih
ter s tem na sprejetje izdelka pri kupcu.

Za ovrednotenje sestave hlapnih aromati¢nih spojin in sladkorjev v kislih testih in rZenih
kislih kruhih smo uporabili GC-MS, pri ¢emer smo morali sladkorje predhodno
derivatizirati, saj niso hlapni. S pomoc¢jo statisticne analize rezultatov meritev smo
poskusali ugotoviti optimalno koli¢ino dodatka kvasovk v kislo testo, ki vpliva na to, kateri
mikroorganizmi bodo v kislem testu prevladali in posledi¢no tudi na vsebnost aromatic¢nih
spojin ter kakovost kruha.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

Predvidevamo, da dodatek znanih koli¢in suspenzije kvasovk S. cerevisiae vpliva na:
- sestavo in koli¢ino hlapnih aromati¢nih spojin,
- povecano vsebnost diacetila,
- vsebnost sladkorjev,
- volumen, pH- in TTA-vrednost v rZenih kislih testih in ustreznih rzenih kislih
kruhih, ki bodo pri potrosniku senzori¢no bolj sprejemljivi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 RZENA IN PSENICNA MOKA

Kemijska sestava rzenega zrna (Secale cereale L.) se zelo spreminja v odvisnosti od
okolja, v katerem raste, genotipa in njihovih interakcij. Nanjo vplivajo tudi razlike v zetvi
in pogojih po njej ter obdelava zrna pred njegovo uporabo. Pomemben dejavnik je tudi
sezona, predvsem za nastanek beljakovin in mascob (Heinid, 2006). Nekateri avtorji
menijo, da na aromo zrna bolj kot kultivar vpliva sorta rzi (Heini6 in sod., 2008; Heinid in
sod., 2003). Sestava zemlje pa je pomembna predvsem za sestavo AK, lipidov ter
sladkorjev v zrnu, ki posredno delujejo na zaznano aromo (Liukkonen in sod., 2006). Torej
vsebnost dusika v zemlji vpliva na sestavo AK ter posledi¢no tudi na sestavo beljakovin v
zrnu (Heini6, 2006).

Rzeno zrno je po sestavi podobno pSeni¢nemu (Preglednica 1), le da vsebuje nekoliko
manj Skroba ter surovih beljakovin, medtem ko je vsebnost prehranskih vlaknin vecja.
Glavna sestavina slednjih so arabinoksilani, B-glukani, celuloza, lignin ter fruktan.
Nahajajo se predvsem v zunanjih plasteh — otrobih, za razliko od pSenice, v manjsih
koli¢inah pa tudi v endospermu (Liukkonen in sod., 2006). V zunanjih plasteh ter kalcku se
nahajajo fitokemikalije (Heini6 in sod., 2008; Penalvo in sod., 2005) v obliki
fitoestrogenov, antioksidantov, fitinske kisline, sterolov (Penalvo in sod., 2005), lignanov,
tokoferolov (Salmenkallio-Marttila in sod., 2001) in tokotrienolov, fitosterolov, fenolnih
spojin ter mineralov in vitaminov (Liukkonen in sod., 2003), ki so poznane po njihovem
bioaktivnem delovanju (Katina in sod., 2005; Liukkonen in sod., 2006).

Preglednica 1: Primerjava sestave rZenega in pSenicnega zrna (% suhe snovi) (Liukkonen in sod.,

2006)

SESTAVINA (%) RZ PSENICA
pepel 2 2
mascoba 2-3 3
beljakovine 10-15 12-14
§krob 55-65 | 67-70
prehranske vlaknine 15-17 [10-13
arabinoksilani 8-10 6
B-glukani 2-3 0,8
celuloza 1-3 2,5
lignin 1-2 0,8
fruktan 4-6 1,4-2,6

O aromi rzi ter rZene moke ni veliko podatkov. Razlog je verjetno v tem, da se naravna
zrna ne uporabljajo toliko, ampak je pred njihovo uporabo vedno potrebna obdelava.
Aroma neobdelane rZi je zelo blaga in mila v primerjavi z aromo obelane (Heinid in sod.,
2008; Heinio, 2006; Liukkonen in sod., 2006).

Alevronska plast zrna vsebuje veliko emcimov vkljuéno s peroksidazami,
polifenoloksidazami, ksilazami ter z amilazami. Ce se je ta plast med mletjem
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poskodovala, pride do nastanka nezazelenih oz. slabih arom, potemnitve pigmentov ter do
razgradnje Skroba. Fenoloksidaze pretvorijo brezbarvne fenolne spojine v temne polimere,
ki lahko povzroc¢ijo siv odtenek (Heinié in sod., 2008). Pomembna je tudi amilazna
aktivnost, ki poveca dostopnost topnih ogljikovih hidratov (teh je 0,5 — 1 %) (Linko in
sod., 1997), saj je teh v rzeni moki malo (Gobbetti, 1998). Proteazna aktivnost v rzeni
moki je prav tako visoka in v kasnejSih procesih predelave prispeva k nastanku peptidov in
AK. Slednje, tako kot sladkorji, sodelujejo v metabolnih ter termalnih reakcijah, ki lahko
vodijo do nastanka aromati¢nih spojin in njihovih prekurzorjev (Cho in Peterson, 2010).

Na zaznavo arome vplivajo predvsem hlapne spojine, med katere spadajo aldehidi, ketoni
ter alkoholi. Nehlapne spojine vplivajo na aromo direktno ali pa indirektno v obliki njenih
prekurzorjev (Liukkonen in sod., 2006), med katere spadajo AK, mascobe ter fenolne
spojine, ki se v procesu izdelave kruha pretvorijo v aktivne aromati¢ne spojine (Heinid in
sod., 2003).

Preglednica 2: Aromati¢ne aktivne hlapne spojine (FD<4), ki se nahajajo v sveZe mleti rZeni moki
(Kirchhoff in Schieberle, 2002)

spojina tip arome FD faktor
1/2 2- in 3-metilbutanal slad 4
3 2,3-butanedion maslo 4
4 heksanal trava 64
5 oktanal saden,milnat 8
6 1-okten-3-on gobe 128
7 (E)-2-oktenal trava, mascobe 8
8 metional kuhan krompir 128
9 (Z)-2-nonenal trava, mascobe 32
10 (E)-2 nonenal trava, mascobe 128
11 (E,Z)- 2,6-nonadienal kumarice 16
12 butanojska kislina sladko 8
13 2- in 3-metilbutanojska kislina sladko 8
14 (E,E)-2,4-nonadienal mascobe, vosek 16
15 pentanojska kislina sladek 8
16 (E,Z)-2,4-dekadienal trava, mascobe 8
17 (E,E)-2,4-dekadienal mascobe, vosek 32
18 (E)-B-damascenone kuhana jabolka 4
19 4,5-epoksi-(E)-2-dekanal metalen 32
20 4-vinil-2-metilfenol nageljnove Zbice 4
21 3-hidroksi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon zacinjen /zaCimbe 64
22 neznan metalen 8
23 3-hidroksi-5-etil-4-metil-2(5H)-furanon | pekoc
24 neznan pekoc 16
25 2-fenilmle¢na kislina sladek, med
26 vanilin vanilija 8

RZena in pSeni¢na moka vsebujeta veliko Stevilo aktivnih hlapnih aromaticnih spojin, ki se
med obema Zitaricama razlikujejo po svoji kvalitativni kot tudi kvantitativni sestavi.
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Spojine, kot so 2,3-butanedion, oktanal, (E)-2-oktenal, 4-vinil-2-metoksifenol ter 3-
hidroksi-5-etil-4-metil-2(5H)-furanon, so znacilne za rzeno moko, niso pa bile odkrite v
pSeni¢ni (Czerny in Schieberle, 2002). Kirchhoff in Schieberle (2002) sta v rzeni moki
identificirala 26 vonjav, z uporabo tehnike AEDA (analiza razredCenega ekstrakta arome)
pa napovedala moznost njihovega prispevka k aromi rzene moke. Prag zaznave spojin sta
dolocila v Skrobu, saj predstavlja glavno komponento moke (v rzenem zrnu je 55 — 65 %
Skroba) (Liukkonen in sod., 2006), ter rezultate izrazila s fkatorjem red¢enja okusa (FD)
(Kirchhoff in Schieberle, 2002). Slednji izraza razmerje med koncentracijo vonja v
zacCetnem ekstraktu glede na koncentracijo v najbolj razred¢enem, ko Se lahko zaznamo
vonj s pomocjo GC/olfaktometrije (Grosch, 2001; Zhou in sod., 1999). Heksanal, metional,
(E)-2-nonenal, 1-okten-3-on (Hansen in Schieberle, 2005), (E)-2,4-dekadienal, 3-hidroksi-

ey

faktorjem (Preglednica 2).

Glede na dobljene vrednosti, navedene v preglednici 3, lahko sklepamo, da k aromi rzene
moke najveC prispevajo metional, (E)-2-nonenal ter heksanal, saj njihove koncentracije
presegajo prag zaznave za faktor >100 (Preglednica 2) (Kirchhoff in Schieberle, 2002).
Vsebnosti metionala kar 900-krat presega njegov prag zaznave, kar potrjuje njegov vpliv
na aromo rzi. Prisotne hlapne spojine v moki so kljub temu manj pomembne, vzrok za to je
njihov majhen prispevek k aromi kruha (Cho in Peterson, 2010; Martinez-Anaya, 1996).

Preglednica 3: Koncentracije, prag zaznave v Skrobu ter OAYV razli¢nih aktivnih spojin vonja v rZeni
moki (Kirchhoff in Schieberle, 2002; Hansen in Schieberle, 2005).

koncentracija prag zaznave

spojtna (ng/kg suhe snovi) (ng/kg v dkrobu) Q7
heksanal 3080 30 103
metional 242 0,27 896
(E)-2-nonenal 98 0,53 185
(E)-2,4-dekadienal 80 2,7 30
3-hidroksi-5-etil-4-metil-
2(5H)-furanon 1.8 2.1 <1
4,5-epoksi-(E)-2-dekanal 0,5 0,19 2,6

*=0AV izratunamo tako, da delimo koncentracijo aromati¢ne spojine v izdelku s koncentracijo njenega praga zaznave

2.2 FERMENTACIJA KISLEGA TESTA

2.2.1 Kislo testo

Kislo testo je zelo kompleksen bioloski sistem (Gobbetti, 1998), ki je bistven za izdelavo
rzenih izdelkov (Kozlinski in sod., 2008). To tradicionalno metodo, ki zaradi vectiso¢letne
uporabe velja za varno, se uporablja predvsem za izboljSanje arome, teksture ter roka
trajanja kruha. Vcasih se je proces priprave kislega testa uporabljal predvsem kot oblika
vzhajanja, dokler niso v 19. stoletju vpeljali pekovskih kvasovk (Lonner in sod., 1986). Te
so poenostavile proces vzhajanja in omogocile avtomatizacijo v industrijskih pekarnah. Od
takrat je bila uporaba kislega testa omejena vefinoma na obrtnisSke pekarne in izdelavo
rzenih kruhov (Diowksz in Ambroziak, 2006). Zaradi povpraSevanja potroSnikov po
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naravni, okusni ter zdravi hrani (Arendt in sod., 2007; Brummer in Lorenz, 1991) se v
zadnjih desetletjih uporaba tradicionalnih fermentacijskih tehnik v pekarstvu ponovno
upeljuje (Diowksz in Ambroziak, 2006). Danes kislo testo predstavlja tudi alternativo
uporabi aditivov (Brand, 2007; Sadeghi, 2008), ker mu daje naraven (Zugié-Petrovi¢ in
sod., 2009; Sadeghi, 2008) in zdrav videz (Heini6 in sod., 2003).

Kislo testo pripravimo iz meSanice moke in vode, ki je fermentirana s kvasovkami ter
MKB (De Vuyst in Vancanneyt, 2007; De Vuyst in sod., 2002). Slednje lahko izvirajo iz
naravno kontaminirane moke in ostalih surovin, saj niso podrvzene toplotni sterilizaciji
(Corsetti in Settanni, 2007), iz okolja pekarne ali pa iz starter kulture, ki vsebuje eno ali
ve¢ znanih vrst MKB (De Vuyst in Neysen, 2005). Kislo testo proizvedemo v pekarni ali
pa ga dobimo od komercialnih dobaviteljev (De Vuyst in Neysen, 2005; Kline in Sugihara,
1971).

Tradicionalna tehnologija priprave kislega testa temelji na spontanem fermentacijskem
procesu, ki je posledica naravno prisotnih mikroorganizmov v moki. Klasi¢na priprava
kislega testa je vecstopenjski proces (najveckrat 3-stopenjski) (De Vuyst in Neysen, 2005;
Hammes in Gonzle, 1998), pri katerem meSanico moke in vode pustimo za nekaj ur
(ponavadi preko noci) pri sobni temperaturi izpostavljeno atmosferi. Vsako naslednjo
stopnjo se pripravi z dodatkom meSanice sveze moke in vode prejs$nji stopnji (Brummer in
Lorenz, 1991; Linko in sod., 1997; Kariluoto in sod., 2004). Na predstavljen naravni na¢in
lahko kislo testo obdrzimo metabolno aktivno tudi desetletja (Rosenquist in Hansen, 2000).

Industrijsko proizvedena kisla testa ne temeljijo na fermentaciji z naklju¢no mikrofloro,
ampak na uporabi starter kultur (Katina, 2005; Thiele, 2003; Sadeghi, 2008). Te kulture so
mesSanica sevov izbranih mikoorganizmov ali pa jih pridobimo s ponovno inokulacijo. Ta
temelji na nekajdnevnem obnavljanju meSanice moka — voda, pri ¢emer pride do spontane
prevlade tipi¢ne mikroflore (Tuukkanen in sod., 2005; Salovaara, 2004). Da dobimo
popolno razvit starter oziroma kislo matico, ki nam sluzi kot inokulum za naslednjo serijo,
potrebujemo pri rzenih kislih testih priblizno S§tiri do pet dni (Lonner in sod., 1986).
Ponovno inokulacijo pogosto uporabljajo pekarne za vzdrzevanje lastne starter kulture
(Kariluoto in sod., 2006).

2.2.2 Mikrobna populacija kislega testa

Pozitiven vpliv kislega testa je povezan predvsem z mikrobno floro (Paramithiotis in sod.,
2007), ki je odvisna tako od endogenih (kemijska in mikrobioloSka sestava testa oziroma
tip moke) in eksogenih faktorjev (temperatura in ¢as fermentacije, redoks potencial, donos
testa...) ter interakcij med njimi (Valmorri in sod., 2010; De Vuyst in Neysen, 2005; Van
der Meulen in sod., 2007). Do danes so izolirali ve¢ kot 50 vrst MKB, predvsem rodu
Lactobacillus, ter okoli 20 razli¢nih vrst kvasovk (Haggman in Salovaara, 2008b).

Kot pri vecini fermentirane hrane tudi pri spontanih fermentacijskih procesih kislega testa
prevladujejo homofermentativne MKB (De Vuyst in Neysen, 2005; Corsetti in Settanni,
2007; Valmorri in sod., 2010), katerih najpogostejsi predstavniki so Lb. acidophilus, Lb.
delbruecki subsp. delbruecki, Lb. amilovorus, Lb. casei ter Lb. farciminis (obligatorno
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homofermentativni). Pomembne so tudi heterofermentativne MKB, med katere uvr§¢amo
Lb. sanfranciscensis, Lb. brevis, Lb. fermentum, Lb. fructivorans, Lb. buchneri, Lb.
viridescenes, (obligatorno heterofermentativni), Lb. plantarum, Lb. casei, Lb. alimentarius
(fakultativno heterofermentativne), Lb. panis in Lb. pontis, saj poganjajo fermentacijo s
ponovno inokulacijo (back slopping) (Rosenquist in Hansen, 2000; Zugié-Petrovi¢ in sod.,
2009; De Vuyst in Neysen, 2005; Kozlinski in sod., 2008). Poleg laktobacilov so v veliki
meri prisotni tudi pediokoki (P. acidilactici, P. pentosaceus), medtem ko je vecje Stevilo
MKB iz rodov Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc in Weisella prisotnih zgolj na
zadetku fermentacijskega procesa (De Vuyst in Neysen, 2005; Zugié¢-Petrovi¢ in sod.,
2009; Savi¢ in sod., 2006). Pri tradicionalno pripravljenem kislem testu prevladujoco vlogo
prevzamejo obligatorno heterofermentativni laktobacili (Sadeghi, 2008).

Izolirani laktobacili so lahko obligatorno homofermentativni in fakultativno ali obligatorno
heterofermentativni. Homofermentativni rodovi imajo enostaven metabolizem, ki je v 85
% usmerjen v fermentacijo mle¢ne kisline iz heksoz, pri ¢emer uporabljajo Embden-
Meyerhof-Parnas metabolno (EMP) pot.

Kompleksnejsi je metabolizem heterofermentativnih rodov, ki poleg heksoze fermentira
tudi pentoze. Fakultativno heterofermentativni laktobacili v prevladujo¢em delezu
fermentirajo pentoze preko EMP poti, medtem ko za heksoze uporabljajo fosfoglukonatno
pot, ki vodi do nastanka mle¢ne ter ocetne kisline. Obligatorno heterofermentativni rodovi
fermentirajo tako heksoze kot tudi pentoze po isti fosfoglukonatni poti. Pri tem iz pentoz
proizvajajo mle¢no in ocetno kislino, pri fermentaciji heksoz pa poleg obeh kislin nastajata
Se etanol in CO;, (Stolz, 2003; Diowksz in Ambroziak, 2006; Hansen in Schieberle, 2005).

Laktobacili so odgovorni predvsem za reologijo, aromo, prehranske ter funkcionalne
lastnosti izdelkov iz kislega testa, kvasovke pa so zadolzene za vzhajanje le-tega (Sadeghi,
2008). Med kvasovkami prevladujejo sledece: S. exiguus, S. cerevisiae, S. turbidans, S.
marchalianus, T. albida ter Saturnispora saitoi (De Vuyst in Neysen, 2005). Velikokrat
omenjeni sta tudi C. humilis (fiziolosko podobna C. milleri) ter C. krusei (Kozlinski in
sod., 2008; Tuukkanen in sod., 2005; Salim-ur-Rehman in sod., 2006).

2.2.2.1 Interakcije znotraj mikrobnih zdruzb

Trend fermentacije kislega testa je edinstvena simbioza med heterofermentativnimi in
homofermentativnimi MKB ter kvasovkami. Antagonisticne in sinergisti¢ne interakcije
med njimi so pomembne za metabolno aktivnost testa (Kozlinski in sod., 2008; Sadeghi,
2008; Sadeghi in sod., 2007) in prispevajo k nastanku aromati¢nih spojin pri optimalnem
razmerju 100:1 v prid MKB (Hansen in Schieberle, 2005; De Vuyst in Neysen, 2005).
Osnovane so na metabolizmu ogljikovih hidratov, aminokislin ter nastanku CO, (Sadeghi
in sod., 2007).

Predpogoj za obstoj stabilnih zdruzb je netekmovalno okolje za glavni vir ogljika
(Paramithiotis in sod., 2007). Taksna je zdruzba maltoza pozitivnih sevov MKB ter
maltoza negativnih kvasovk, ki je tipiéna za kisla testa, v katerih prevladujejo Lb.
sanfranciscensis. Te hidrolizirajo maltozo (raje kot glukozo) in akumulirajo glukozo v
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medij v molarnem razmerju ~ 1:1 (Meroth in sod., 2003; De Vuyst in sod., 2002; Salim-ur-
Rehman in sod., 2006; Gobbetti, 1998). Ko je koli¢ina maltoze v kislem testu osiromasena,
se pri¢ne poraba glukoze, predhodno izlocene z Lb. sanfranciscensis (Paramithiotis in sod.,
2007). Glukozo lahko uporabljajo tudi maltoza negativne kvasovke, kot sta S. exiguus (raje
uporabljajo saharozo in glukozo, (Gobbetti in Corsetti A.. 1997)) in C. humilis, ali pa ta
povzroc€i represijo z glukozo maltoznega katabolizma v tekmovalcih, ki zato ne morejo
uporabljati maltoze (Meroth in sod., 2003; De Vuyst in sod., 2002; Salim-ur-Rehman in
sod., 2006; Gobbetti, 1998).

V primeru zdruzbe, v kateri se poleg Lb. sanfranciscensis nahaja maltoza pozitivna
kvasovka S. cerevisiae, pride do zmanjSanja metabolizma in s tem rasti bakterije (Salim-ur-
Rehman in sod., 2006; De Vuyst in Neysen, 2005), saj kvasovke hitreje porabljajo maltozo
in glukozo (Valmorri in sod., 2008; Martinez-Anaya, 1996). Podobna je tudi zdruzba, v
kateri se nahajajo Lb. plantarum (maltoza pozitiven) in S. cerevisiae ali S.exiguus. Tukaj
kvasna invertaza hidrolizira saharozo v glukozo in fruktozo, kar poveca metabolizem
kvasovk, saj kvasovke lahko hidrolizirajo saharozo priblizno 200-krat hitreje dobljene
monosaharide (Salim-ur-Rehman in sod., 2006).

Tudi razlika v uporabi vseh Stirih ogljikovih hidratov (maltoza, saharoza, fruktoza in
glukoza) se lahko kaze v netekmovalni zdruzbi razli¢nih vrst MKB. Tak primer je zdruzba
med Lb. sanfranciscensis in Lb. plantarum (De Vuyst in sod., 2009), ki je bila najveckrat
prou¢ena in opisana pri rZenih in pri pSeni¢nih kislih testih (Valmorri in sod., 2010).
Medtem ko Lb. sanfranciscensis raje uporablja maltozo in obi¢ajno ne more fermentirati
fruktoze, pa Lb. plantarum raje fermentira glukozo in fruktozo, pri ¢emer je metabolizem
maltoze predmet represije ogljikovega katabolita (carbon catabolite repression) (De Vuyst
in sod., 2009). Zdruzbe MKB in kvasovk lahko prispevajo metabolite, ki dajejo okus in
aromo fermentirani hrani (Kohajdovi¢ in Karovicova, 2007).

Kislo okolje, kot ga ustvarijo MKB, ustreza $irjenju nekaterih kvasovk. Njihova prisotnost
istoasno zagotovlja ustrezne rastne faktorje, kot so vitamini in topne duSikove spojine,
kar stimulira rast MKB (Kohajdovi¢ in Karovicova, 2007). Stimulacija rasti Lb.
sanfranciscensis in Lb .plantarum je povezana s povecano dostopnostjo specifi¢nih AK in
peptidov, ki so jih izloCile kvasovke, kot sta S. cerevisiae in S. exiguus. To omogoca
pomanjkanje tekmovalnosti za vir dusika, saj v meSanici NH4Cl in aminokislin kvasovke
raje uporabljajo NH,', kot tudi izlo€anje specifiénih aminokislin in majhnih peptidov s
strani kvasovk med njihovo rastjo ali kot posledica pospeSene avtolize.

Na tak nacin je omogocena rast MKB tudi v mediju, v katerem sprva ni bilo osnovnih AK
(valin, izolevcin). Ugotovili so, da je stimulativni rastni faktor Lb. sanfranciscensis majhen
peptid (aspartat-cistein-glutamat-glicin-lizin), ki ga vsebuje tako ekstrakt sveze
pripravljenih kvasovk kot tudi komericalne kvasovke (Gobbetti in Corsetti, 1997; Gobbetti,
1998). Bakterije raje prevzemajo peptidno vezane AK kot pa proste. To je koristno, saj
direkten transport peptidov v celico pred hidrolizo zmanj$a metabolno energijo, ki bi jo
potrebovali za prevzem AK (Gobbetti, 1998).

Ceprav je fermentacija s kvasovko S. cerevisiae povezana z zmanjsanjem AK v kislih
testih, lahko osvoboditev specifi¢nih peptidov in/ali AK zagotavlja tekmovalno prednost in
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prispeva k stabilnosti MKB v kislem testu (Gobbetti in Corsetti, 1997; Gobbetti, 1998).
Pozitiven vpliv na kvasovke ima Lb. sanfranciscensis, kar lahko opazimo pri zdruzbi s S.
cerevisiae in tudi s S. exiguus, kjer skupna rast poveca nastanek CO, (Gobbetti in Corsetti,
1997). Do tega pride, ker heterofermentativne MKB povecajo metabolicno aktivnost
kvasovk, ki nato proizvedejo ve¢ CO, (Sadeghi in sod., 2007). Lb. sanfranciscensi, na
primer, kaze na nastanek vecjih koncentracij alifaticnih, dikarboksilnih ter hidroksi
aminoskupin, katerih vecina ima stimulatorni vpliv na bakterijsko rast (Gobbetti in
Corsetti, 1997).

2.2.2.1.1 Prevlada laktobacilov

MKB niso prevladovale v kislem testu ze od samega zacetka, ampak so sprva predstavljale
le eno tretjino celotne bakterijske populacije (Kohajdovi¢ in Karovicova., 2007; Savi¢ in
sod., 2006).

Ena izmed karakteristik, ki kaze na prilagodljivost MKB v okolju, je visoko prilagojen
metabolizem na glavni vir energije v testu, to sta maltoza in fruktoza. Preferen¢na uporaba
maltoze poteka z ustreznimi kataboliénimi potmi, ki vkljutujejo maltozo/H" simport ter
aktivnost maltoza fosforilaze (De Vuyst in sod., 2009). Ta encim omogocCi razcep
najvecjega vira energije v moki — maltoze na glukozo in glukozo-1-fosfat (ne da bi pri tem
porabili ATP), kar MKB daje dodatno energijsko prednost. Nefosforilirana glukoza se nato
izlo€i, s ¢imer prepreci znotrajcelicno akumulacijo. Na ta nacin lahko povzroci represijo z
glukozo v drugih mikroorganizmih, prisotnih v ekosistemu kislega testa, ter tako prepreci
tekmovanje za maltozo. Glukoza-1-fosfat se z encimom fosfoglukomutaza pretvori v
glukozo-6-fosfat, ki nato vstopi v fosfoglukonatno pot oziroma pentozafosfatno pot
(dobimo laktat, ocetno kislino in CO;) (Weckx in sod., 2010; De Vuyst in sod., 2009; De
Vuyst in sod., 2002).

Tak nacin fermentacije ogljikovih hidratov je znacilen za Lb. Sanfranciscensis, Lb. brevis,
Lb. reuteri, Lb. pontis ter Lb. fermentum, ki lahko kot alternativni/zunanji akceptor
elektrona uporabljajo tudi fruktozo (razen Lb. brevis). Direktna pretvorba fruktoze v
manitol (sladek okus) z manitol-dehidrogenazo omogoci nastanek ATP in nastanek vecjih
koli¢in ocetne kisline iz acetil-fosfata, kar pozitivno vpliva na aromo (De Vuyst in sod.,
2009; Gobbetti, 1998). Enako tekmovalno prednost dajejo tudi uporaba citrata,
kratkoveriznih aldehidov, oksidiranega glutationa ter kisika (De Vuyst in sod., 2009;
Gobbetti, 1998). Slednjega lahko uporablja le Lb. sanfranciscensis, medtem ko aerobni
pogoji rast Lb. reuteri, Lb. pontis in Lb. fermentum inhibirajo (Génzle in sod., 2007).
Kofermentacija omogoca mikroorganizmom uporabo substratov, ki so drugace
nefermentabilni (Gobbetti, 1998). Nastanek dodatnega ATP pri teh poteh poveca
tekmovalnost heterofermentativnih MKB (De Vuyst in sod., 2009; Weckx in sod., 2010).

Zelo razsirjena je tudi arginindehidrogenazna pot (ADI pot). Ta vkljuCuje pretvorbo
aminokisline arginin v ornitin s sofasno tvorbo ATP in NHj, kar daje sevu energijsko
prednost ter ga varuje pred kislinskim stresom (Weckx in sod., 2010). Na ta nacin si
konkurenéno prednost povecajo Lb. pontis, Lb. fermentum, Lb. brevis ter Lb. frumet (De
Vuyst in sod., 2009). Lb. plantarum ima v fermentacijo ogljikovih hidratov vkljucenih
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veliko transportnih encimov, kar razlozi njegovo prevlado v mnogih fermentacijskih
sistemih (Miiller in sod., 2001).
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Slika 1: Metabolizem sladkorjev in citrata, amino kislin ter ADI pot v heterofermentativnih MKB (De
Vuyst in sod., 2009)

Poleg visoko adaptiranega metabolizma ogljikovih hidratov k prevladi laktobacilov
prispevajo tudi mehanizem odziva na stres, visoka osmolarnost/dehidracija, oksidacija ter
stradanje (De Vuyst in Neysen, 2005). Omembe vredna sta Se nastanek manitola in ornitina
ter regulacija redoks ravnotezja, ki lahko prav tako povecata tekmovalnost MKB med
fermentacijo (Weckx in sod., 2010). Rastne potrebe nekaterih MKB z vidika temperature in
pH medija ustrezajo tistim, ki jih sreamo pri fermentaciji kislega testa.

K prevladi pripomore tudi tvorba protimikrobnih snovi, tako organskih kislin (laktat, acetat
in ostale) kot tudi beljakovinskih spojin (na primer bakteriocinov), ki njihovo tekmovalnost
izboljSajo, poleg tega pa lahko prispevajo k stabilnemu ucinku (persistence) med
fermentacijo kislega testa (De Vuyst in Neysen, 2005). Ceprav je v kislem testu ve¢ mle¢ne
kot ocetne kisline in Ceprav je mlecna kislina mocnejSa, ima ocetna kislina vecji
protimikrobni vpliv. Vzrok temu je njena nedisocirana oblika, medtem ko se mle¢na kislina
nahaja predvsem v disocirani obliki (Lonner in Preve-Akesson, 1988). Nastanek
bakteriocinov so opazili pri Lb. reuteri, Lb. acidophilus, Lb. amylovorus, Lb. plantarum,
Lb. lactis subsp. lactis, Lb. brevis, Lb. paracasei in nekaterih sevih rodu Lb.
sanfranciscensis, ki so jih izolirali iz kislih test. Poleg omenjenih protimikrobni ucinek
kazeta tudi diacetil in vodikov peroksid, ki ju prav tako proizvajajo MKB (Rosenquist in
Hansen, 2000). Vse to je vzrok, da vrednost MKB narase na 10— 10° CFU/g v moki ter na
10" - 10® CFU/g v zrelih kislih testih (Zugi¢-Petrovi¢ in sod., 2009).
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2.2.3 Fermentacija

Pri fermentaciji kislega testa MKB ustvarijo optimalen pH za aktivnost endogenih
faktorjev, ki izboljSajo lastnosti testa ter teksturne spremembe, prispevajo neposredno k
vonju in okusu kruha, povecajo razkroj fitatov, volumen ter prebavljivost kruha, upocasnijo
retrogradacijo Skroba, ucvrstitev kruha ter proces staranja, varujejo pred plesnimi in
bakterijskim kvarom ter verjetno povecajo toleranco Cloveka na gluten. Poleg tega
fermentacija izboljSa tudi prehransko vrednost in funkcionalne lastnosti zitnih proizvodov
tako, da stabilizira ali poveca nivo razli¢nih bioaktivnih spojin ter zmanjsa Skrobno (izdelki
z nizkim glikemi¢nim indeksom) in poveca mineralno dostopnost (Sadeghi in sod., 2007).

Njena glavna naloga pri pSeni¢nih kislih testih je pretvorba dostopnih sladkorjev v ogljikov
dioksid ter encimska hidroliza, s katero se omehc¢a gluten in spremeni karakteristike testa
tako, da testo zadrzi ve¢ plina (Yang, 2006).

Ceprav se najvedja koli¢ina aromati¢nih spojin tvori med peko, je fermentacija kislega
testa nujna za dosego sprejemljive arome, saj so kemijsko zakisani kruhi padli pri
ocenjevanju senzori¢ne kvalitete (Damiani in sod., 1996).

2.2.3.1 Vpliv na fizikalne lastnosti testa

Uporaba pekovskih kvasovk ni izlo€ila uporabe kislega testa pri peki rzenih kruhov, saj je
znizanje pH slednjega bistveno za zagotovitev ustreznih pecilnih lastnosti. V procesu
nastajanja teksture imajo beljakovine v rzenih testih manjSo vlogo kot pa pri pSeni¢nih, ker
visoka vsebnost pentozanov prepreCuje tvorbo glutenske mreze. Funkcijo vezave vode in
zadrzevanja plinov, ki jo pri pSenici opravlja gluten, tukaj prevzamejo pentozani. Njihova
topnost in nabrekanje se povecata pri nizki vrednosti pH, ki je za kisla testa karakteristi¢na.

Poleg primarnega vpliva nizkega pH na znacilnosti kislega testa sekundaren vpliv
zakisanja vkljucuje spremembe v aktivnosti zitnih ter bakterijskih encimov. Kisli pogoji
delno inaktivirajo encimsko aktivnost moke, predvsem amilaz. To je pomembno, saj Skrob
v 171 Zelatinizira pri relativno nizki temperaturi 53 — 64 °C (pri pSenici 63 — 79 °C) (Stolz,
2003), kar sovpada s temperaturnim obmo&jem maksimalne aktivnosti a-amilaze. Ce je
rzena moka slabe kvalitete, potem je amilazna aktivnost tako visoka, da lahko sredica
postane popolnoma hidrolizirana. Prekomerna koli¢ina a-amilaze pa ne proizvede samo
lepljive sredice, ampak pri vi$ji vsebnosti zmanjs$a volumen kruha.

Zakisanje prav tako deluje pozitivno na strukturo Skrobnih zrn, kar vodi do povecane
sposobnosti za vezavo vode. Zakisanje rzenih kislih test izboljSa njihove fizikalne lastnosti
tako, da jih naredi bolj elasti¢ne ter daje znacilno kislo noto rzenim kruhom (Arendt in
sod., 2007; Brandt in sod., 2004).
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2.2.3.2 Nastanek kislin z MKB ter njihov vpliv na kvasovke

K fermentaciji kislega testa prispevata tako alkoholna fermentacija z endogenimi
kvasovkami kot tudi mlecno-kislinska fermentacija s spremljajo¢imi MKB. Nastali
metaboliti so znacilni za kislo testo ter prispevajo k strukturi, senzori¢nim in prehranskim
lastnostim (Higgman in Salovaara, 2008a; Haggman in Salovaara, 2008b).

Topni oz. fermentabilni ogljikovi hidrati so v rzeni in v pSeni¢ni moki prisotni v majhnih
koli¢inah. Njihova koncetracija se spreminja s tipom moke, z nivojem amilazne aktivnosti
v moki in glede na to, kako mikroorganizmi delujejo na poskodovana Skrobna zrna ter
glede na njihovo porabo s strani mikroorganizmov (Corsetti in Settanni, 2007; Gobbetti,
1998). Pri fermentaciji pSeni¢ne moke pride velikokrat do izrabe topnih ogljikovih
hidratov. Ta situacija je manj izrazita pri rzeni fermentaciji, saj vecja encimska aktivnost
moke poveca dostopnost topnih ogljikovih hidratov (Salim-ur-Rehman in sod., 2006). Na
uporabo topnih ogljikovih hidratov z MKB ter posledi¢no na donos energije, mlec¢ne in
ocetne kisline zelo vplivajo tudi kvasovke in uporabljena vrsta sladkorja (Gobbetti, 1998).

Surovine se zakisajo z nastankom mlecne in ocetne kisline, ki dosezeta nivo 100 — 200
mmol/L in 40 — 60 mmol/L. Koncentracija mle¢ne kisline, nastale v kislem testu, je
dolocena z njeno puferno kapaciteto, medtem ko se vsebnost ocetne kisline spreminja z
dostopnostjo substratov. Laktobacili substrate uporabljajo kot akceptorje elektronov (De
Vuyst in Neysen, 2005). Z laktat dehidrogenazo lahko iz piruvata proizvajajo laktat, ki je
glavni produkt homolakti¢ne fermentacije, medtem ko pri heterolakti¢ni fermentaciji
nastanejo poleg laktata Se ocetna in mravlji¢na kislina, etanol ter ogljikov dioksid
(Valmorri in sod., 2008).

Heterofermentativne MKB, kot je Lb. sanfranciscensis, lahko tolerirajo do 250 mmol
mlec¢ne in ocetne kisline na liter rzenega ali pSeniCnega testa, poleg tega nedisocirana
kislina ne vpliva na njihovo rast. V nasprotju pa je rast kvasovk, kot sta Candida humilis in
S. exiguus, mo¢no inhibirana ob prisotnosti ocetne kisline ter v manj$i meri tudi mle¢ne
kisline (De Vuyst in Neysen, 2005). Vzrok za to lahko pripiSemo veliki vsebnosti
nedisocirane ocetne kisline predvsem v zrelih testih, ki lahko prehaja v kvasno celico in
tako zavira delovanje kvasovk z zakisanjem njihove citoplazme. Posledica takSnega
fizioloSkega stresa je zatrta metabolna aktivnost v celici (Higgman in Salovaara, 2008b).

Za razliko od zgoraj omenjenih kvasovk je C. milleri adaptirana na pH-obmocje 3,5 — 6,0
in ima dobro odpornost na kisline (Hdggman in Salovaara, 2008b). Ugotovili so tudi, da je
Lb. plantarum pri pH 3,6 sposoben uporabljati glukozo, fermentacija pa je Se vedno
mogoca tudi pri pH 3,0 (Michalska in sod., 2002).

Poleg visoke tolerance ima Lb. sanfranciscensis veliko sposobnost zakisanja (Kozlinski in
sod., 2008) ter lahko proizvede ve¢ kislin kot Lb. plantarum (Michalska in sod., 2002). To
je dokazal Sadeghi in sod. (2007), saj je imelo kislo testo, fermentirano z Lb.
sanfranciscensis, vi§ji pH (Sadeghi in sod., 2007).

MKB se razmnozujejo ter proizvajajo mle¢no in ocetno kislino poc¢asneje v meSanicah kot
pa v monokulturi (Salim-ur-Rehman in sod., 2006). Optimalen nastanek kislin je bil
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pripisan zdruzbi S. cerevisiae in Lb. sanfranciscensis ali Lb. plantarum, medtem ko
ekstrakt kvasovk ni dal enakega u¢inka. Ugotovili so tudi, da Torulopsis holmi izboljsa
zakisanje v sodelovanju z Lb. sanfranciscensis (Gobbetti, 1998; Valmorri in sod., 2008).

Kisik ali akceptor elektronov (na primer fruktoza) povecata proizvodnjo ocetne kisline na
racun etanola v heterolakti¢nih sevih, kot so Lb. sanfranciscensis, Lb. brevis, Lb. bucheneri
in Lb. fermenti. Omejena koli¢ina glukoze ali rast celic na maltozi povzro¢i premik
metabolne poti iz homolakti¢ne v heterolakticno fermentacijo, kar vodi tudi do sprememb
v sestavi stranskih hlapnih produktov (Martinez-Anaya, 1996; Martinez-Anaya, 2003).

Pri rzenih kislih testih je kislo testo tista sestavina, ki se obicajno uporablja za zakisanje s
pomoc¢jo MKB. V pekarnah proces poteka pri temperaturah 25 — 32 °C ter ¢asu 8 — 24 ur,
kar predstavlja optimalne pogoje za doseganje potrebnega nivoja kislosti (Higgman in
Salovaara, 2008a; Haggman in Salovaara, 2008b; Valmorri in sod., 2010). Razli¢ni avtorji
navajajo, da je pH rzenih kislih test med 3,5 in 3,9, medtem ko je bila vrednost pH
spontanih rZenih kislih test 4,1 (Michalska in sod., 2002).

Kvasovke prispevajo k vzhajanju testa z nastankom ogljikovega dioksida ter posledi¢no
volumna (Valmorri in sod., 2010). Fermentacija je bolj intenzivna pri nizkih temperaturah,
ker imajo kvasovke optimalno rast pri nizjih temperaturah kot pa laktobacili. Poleg tega
nizka temperatura med fermentacijo pozitivno vpliva na nastanek ocetne kisline, kar lahko
zavira rast kvasovk (Hdggman in Salovaara, 2008b; Héggman in Salovaara, 2008a).
Endogene kvasovke, prisotne v kislem testu, so dobro prilagojene na kislo okolje ter
prispevajo k vzhajanju. Haggman in Salovaara sta raziskovala vpliv fermentacije na
nastanek ogljikovega dioksida s C. milleri v zdruzbi z Lb. acidophilus ali Lb. brevis.
Ugotovila sta, da pri nizkih temperaturah med fermentacijo nastane ve¢ plina. Vzrok za to
sta pripisala pocasnejSemu zakisanju, saj so kvasovke krajsi ¢as izpostavljene visoki
kislosti ter nedisociranim kislinam. Da bi kompenzirali pocasno produkcijo kislin, je
potrebno fermentacijo podaljsati (Higgman in Salovaara, 2008b). C. milleri (ali S. exiguus)
ima vecjo sposobnost vzhajanja kot pa S. cerevisiae, saj je dobro odporna na kislo okolje in
predvsem na nivo ocetne kisline, medtem ko je S. cerevisiaei obcutljivejsa (Gobbetti in
sod., 2005).

Na razvoj kislosti vplivajo vsebnost pepela v moki, konsistenca testa, temperatura in ¢as
fermentacije, kjer ima slednji najvecji vpliv (Katina in sod., 2004; Martinez-Anaya, 1996).
Povecano produkcijo kislin lahko zaznamo pri visji temperaturi fermentacije, vecji
vsebnosti vode kislega testa in uporabi polnozrnate moke (Sadeghi in sod., 2007).

2.2.4 Nastanek aromati¢nih spojin v Kislih rZenih kruhih

2.2.4.1 Nastanek prekurzorjev arome

Razgradnja beljakovin med fermentacijo kislega testa je eden kljucnih pojavov, ki vplivajo
na kvaliteto kruha (Génzle in sod., 2008). Le v nekaj urah pride do razgradnje najve¢jih
rzenih skladis¢nih beljakovin — v alkoholu topnih sekalinov, pri ¢emer dobimo v vodi
topne produkte hidrolize (Tuukkanen in sod., 2005; Génzle in sod., 2008).

13



Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

Proteoliti¢ne encime (proteaze) delimo v eksopolipeptidaze oz. peptidaze (aminopeptidaze,
karboksipeptidaze ...), ki hidrolizirajo v blizini koncev peptidne verige, ter endopeptidaze
oz. proteinaze (serinska, cisteinska, asparaginska, metalna), ki lahko hidrolizirajo celotno
peptidno verigo. Najvecja proteinazna skupina v rzi so asparaginske proteinaze, ki imajo
sicer manjSo aktivnost, medtem ko so serinske proteinaze najaktivnejSe (Tuukkanen in
sod., 2005).

Proteoliza, ki se razvije med fermnetacijo, poveca nastanek AK. Ta aktivnost je odvisna od
moke ter endogene in eksogene mikroflore, ki se spreminja s sevom in ne z vrsto MO
(Martinez-Anaya, 1996). Avtorji so neenotni, ko razpravljajo o tem, katere proteinaze so
gonilna sila proteolize. Ceprav so sprva vedji pomen pripisovali spontani mikroflori,
predvsem MKB (Gobbetti in Corsetti, 1997; De Vuyst in sod., 2009; Gobbetti in sod.,
1996), zadnje ugotovitve kazejo na vecji pomen endogenih amilaz v zitu (Weckx in sod.,
2010). Te ucinkovito razgrajujejo sekaline pod kislimi pogoji v testu ter kazejo najvecjo
aktivnost pri vrednosti pH pod 4,0. Ob tem pa razgradnja beljakovin ni bila opaZena pri pH
6,1 (Tuukkanen in sod., 2005).

Sodelovanje MKB pri proteolizi je omejena predvsem pri rzeni moki, za katero je znacilna
velika proteinazna aktivnost (Martinez-Anaya,1996) To obrazlozi tudi prisotnost vecje
koli¢ine AK v rzeni moki v primerjavi s pSeni¢no (Weckx in sod., 2010). Poleg tipa moke
na nivo AK vplivajo tudi pH testa, konsistenca testa, ¢as in predvsem temperatura med
fermentacijo ter poraba AK s fermentativnimi mikroorganizmi (Arendt in sod., 2007;
Martinez-Anaya, 1996).

Opazno je poveCanje AK ob fermentaciji kislega testa z MKB v nasprotju s fermentacijo s
samimi kvasovkami, ko se njihova koli¢ina zmanjSa (Lopponen, 2006). Kombinacija
kvasovk in MKB pa vpliva na nastanek vmesne vrednosti skupnih AK (Stolz, 2003).

Na zacetku fermentacije, ko so kvasovke v lag fazi rasti, je zaradi neprimernega pH
njihova proteoliti¢na aktivnost nizka, kar povzroci veliko potrebo po dusiku. Lag faza je
pri MKB daljSa — v prvih 4-ih urah razvijajo predvsem svojo metabolno aktivnost. Zato
kopic¢enje AK opazimo Sele po daljsi fermentaciji (Martinez-Anaya, 2003; Katina in sod.,
2004).

Proste AK so rastni faktorji za fermentativnhe mikroorganizme. Glutaminska kislina,
izolevcin in valin so bistveni za rast Lb .brevis ssp. Linderi ali Lb. plantarum, medtem ko
imajo arginin, metionin in levcin nanje le stimulativni ucinek. Za rast kvasovk S. cerevisiae
ali S. exiguus so pomembne skoraj vse AK z izjemo lizina, cisteina in histidina (Martinez-
Anaya, 2003).

Proteaze laktobacilov so zelo aktivne in dajejo veliko ve¢ amino duSika, kot pa ga same
porabijo. Poleg tega kvasovke izlo¢ajo nekatere AK (Maloney in Fox, 2003) predvsem
zaradi spremembe v permeabilnosti membrane ali kot posledica pospeSene avtolize,
povzrocene z osmotskim pritiskom med medijem in kvasno celico. Biomasa S. cerevisiae
najveckrat sprosti y-aminobutiri¢no kislino, prolin, valin, lizin, izolevcin, glicin ter alanin,
kar ustreza priblizno 5 % AK v testu. Tudi biomase Lb .brevis, Lb. plantarum ali E.
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faecium izlocajo AK predvsem v obliki glicina in alanina, ki dodajajo 1 — 2 % AK k tistim
AK, dobljenim z moko. Prispevek kvasovk in MKB k vsebnosti peptidov v testu je vecji
od njunega prispevka k nastanku AK. Sprostitev AK kot posledica proteoliti¢éne aktivnosti
kvasovk je zelo redka, je pa pogosta pri MKB in obi¢ajno zados¢a njihovi potrebi po AK
za rast (Martinez-Anaya, 2003; Gobbetti, 1998).

Pomen proteolize je zagotoviti substrate za mikrobno rast in pretvorbo AK v prekurzorje
aromati¢nih spojin ter protimikrobnih metabolitov (Kozlinski in sod., 2008). Glede na tip
prekurzorja AK, osvobojenih med fermentacijo kislega testa, se lahko tvorijo razlicne
hlapne spojine z MO ali pa med peko, kar vpliva na aromo pecenih izdelkov (Kozlinski in
sod., 2008; Arendt in sod., 2007).

2.2.4.2 Nastanek aromati¢nih spojin

Kvasovke in MKB v kislem testu proizvedejo veliko Stevilo biogenih aromati¢nih spojin.
Proizvedena koli¢ina je odvisna od tega, katera kvasovka ali laktobakterija je prisotna, kar
se lahko kaZe tudi v Sestkratni razliki koncentracije teh spojin, izmerjenih v kislem testu.
Ugotovili so, da kar nekaj izmed njih nastane samo v meSani kulturi kvasovk in bakterij.
Prav tako pa so opazili, da kvasovke proizvedejo vecje koli¢ine nekaterih spojin (na primer
propionske kisline) v prisotnosti bakterij, kot bi jih v primeru, ¢e te ne bi bile prisotne
(Maloney in Fox, 2003).

Rezultati razli¢nih raziskav kazejo, da v kislih testih, fermentiranih zgolj z eno starter
kulturo, nastane manj aromati¢nih spojin kot v primeru mesSanih kultur, vendar te razlike
niso tako opazne v kon¢nem proizvodu — kruhu (Meignen in sod., 2001). Prav tako so vsa
kisla testa, priceta s kombinacijo MKB, karakterizirana z uravnotezenim profilom
aromaticnih spojin (kot rezultat hetero- in homofermentativnih hlapnih spojin) ter z
njihovo zmanj$ano maksimalno koli¢ino v primerjavi s tistimi, nastalimi ob uporabi MO v
monokulturi (Damiani in sod., 1996). Primer zdruzbe Lb. sanfranciscensis, Lb. plantarum
in S. cerevisiae daje uravnotezeno aromo pSeniénim kruhom. Pri tem nastane vedji
odstotek fermentacijskih produktov kvasovk. Porast arome v meSani kulturi je
najverjetneje povezan s proteoliti¢no aktivnostjo MKB (Corsetti in Settanni, 2007).

Meignen in sod. (2001) so v raziskavi dokazali, da MKB proizvedejo nizje koncentracije
hlapnih spojin kot kvasovke. To so storili tako, da so koli¢ino nastalih aromati¢nih spojin v
kislem testu, narejenem s starterjem Lb. brevis, primerjal s tistimi, dobljenimi pri S.
cerevisiae.

Aromati¢ne spojine, ki nastanejo med fermentacijo kislega testa, lahko razdelimo na
nehlapne in hlapne. Nehlapne vkljucujejo organske kisline, proizvedene s homo- in
heterofermentativnimi MKB. Heterofermentativne MKB testo zakisajo in posledi¢no
znizajo pH, pomembno pa je tudi njihovo sodelovanje pri aromi testa. Med hlapne
aromaticne spojine uvrs¢amo alhokole, aldehide, ketone, estre in Zveplo. Te nastanejo z
bioloskim in biokemi¢nim delovanjem med fermentacijo ter prispevajo k aromi (Salim-ur-
Rehman in sod., 2006).
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2.2.4.2.1 Hlapne spojine

Na nastanek arome rzenih kruhov vplivajo predvsem biokemijske reakcije, kot so
oksidacija lipidov, encimske reakcije s kvasovkami in/ali MKB ter toplotne reakcije
(Heinié in sod., 2003). Hlapne spojine se tvorijo iz prekurzorjev, ki so prisotni v
sestavinah, ali pa nastanejo z encimskimi ter mehanskimi reakcijami. Vecina identificiranih
spojin se tako razvije iz sladkorjev in AK (Kozlinski in sod., 2008).
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Slika 2: Ehrlichova pot - katabolizem razvejanih AK, aromati¢nih AK in AK, ki vsebujejo Zveplo, vodi
do nastanka Kislin in alkoholov (Hazelwood in sod., 2008)

Pretvorba AK med fermentacijo kislega testa vkljucuje nastanek prekurzorjev arome in
aktivnih aromati¢nih spojin preko transaminacijskih in/ali eliminacijskih reakcij (MKB) ter
predvsem Ehrlichove poti (kvasovke, Slika 2) (De Vuyst in sod., 2009). Nastanek
metabolitov iz AK s pomocjo kvasovk in MKB je odvisen tako od njihove vrste kot tudi
seva (Vermeulen, 2007).

Kvasovke proizvedejo visje koncentracije hlapnih spojin kot MKB (Meignen in sod.,
2001). Te so rezultat sekundarne fermentacije, ki pri kvasovki Saccharomyces cerevisiae
predstavlja okoli 5 % (Cho in Peterson, 2010). Med nastale aromati¢ne spojine s pomocjo
kvasovk najpogosteje uvrs¢amo izoalkohole, kot sta 2-metil-1-propanol, 2,3-metil-1-
butanol ter mnoge druge. Tvorijo se preko Ehrlichove poti s transaminacijo dolo¢enih AK
(razvejanje AK, aromati¢ne AK ter AK, ki vsebujejo zveplo) v ustrezne a-ketokisline, ki
jim sledi dekarboksilacija v aldehide (pretvorba a-ketoglutarata v glutamat) (De Vuyst in
sod., 2009). V nadaljevanju se lahko pretvorijo z oksidacijo v kisline ali reducirajo v
alkohole, kot je prikazano na Sliki 2 (Hansen in Schieberle, 2005; Martinez-Anaya, 1996).
Na ta nacin nastanejo nekateri alkoholi (Martinez-Anaya, 1996), kot sta 3-metilbutanol (iz
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levcina) in 2-feniletanol (iz fenilalanina), ki sta pomembni aromati¢ni spojini sredice
kruhov (Preglednica 4) (Grosch in Schieberle, 1997).

Preglednica 4: Nekateri aminokislinski prekurzorji pri nastanku alkoholov (Martinez-Anaya, 1996; 3:
Salim-ur-Rehman in sod., 2006; Grosch in Schieberle, 1997)

skupina AK aminokislinski prekurzorji alkohol

levcin 1-pentanol,2/3-metilbutanol

razvejane aminokisline valin 2-metil-1-propanol
izolevcin 2/3-metilbutanal
fenilalanin 2-feniletanol

aromati¢ne aminokisline tirozin tirozol
triptofan triptofol

aminokisline, ki vsebujejo Zveplo | metionin metantiol

Poleg izoalkoholov in aldehidov je v kislih testih, inokuliranih s kvasovkami (rodovi
Saccharomyces in Hansenula genus), pomemben tudi nastanek etil acetata ter etanola.
Slednjega ne proizvajajo oksidativne kvasovke (C. krusei in C. norvegensis), ki pa lahko
povecajo predvsem vsebnost heksanala, oktanala, nonanala in heksana (Damiani in sod.,
1996).

Sirok spekter hlapnih spojin nastaja tudi z MKB. Homofermentativne bakterije so
prepoznavne predvsem po nastanku diacetila in drugih karbonilov (aldehidov in ketonov)
(Martinez-Anaya, 1996), medtem ko je znacilnost heterofermentativnih MKB velika
proizvodnja etil acetata ter doloc¢enih alkoholov in aldehidov (Salim-ur-Rehman in sod.,
2006; Damiani in sod., 1996).

Znanstveniki so ugotovili, da je vsebnost etil acetata visja v trdih rZenih in pSeni¢nih kislih
testih, fermentiranih s heterofermentativnimi MKB, kot pa v trdih rzenih in pSeni¢nih
kislih testih, ki so fermentirani s homofermentativnimi MKB. Prav tako se etil acetat v
vecjih koli¢inah nahaja v tekocCih kislih testih, ki so fermentirana s homofermentativnimi
MKB, kot pa v trdih kislih testih. Na vsebost etil acetata vpliva tudi tip moke. Njegova
koli¢ina naraste v kislih testih, pripravljenih iz moke visjega tipa ter s heterofermentativno
kulturo (Hansen in Schieberle, 2005). Enak trend je bil opaZen tudi pri nastanku heksil
acetata (Corsetti in Settanni, 2007).

Med fermentacijo proteoliza priskrbi substrate za mikrobno pretvorbo AK v hlapne spojine
(kot je 2,3-butandion), ki neposredno vplivajo na aromo sredice kruha, kot tudi prekurzorje
arom. Iz njih se s toplotnimi reakcijami, sprozenimi med peko, tvorijo aromati¢ne spojine,
ki dajejo tipicno aromo skorji kruha (Kirchhoff in Schieberle, 2001; Corsetti in Settanni,
2007; Cho Hee in Peterson, 2010; Arendt in sod., 2007). Fermentacija kislega testa in peka
sta tako glavna vira arome v kruhu, zaradi Cesar sta oba koraka esencialna (Kozlinski in
sod., 2008).

Glede na tip prekurzorja AK, nastale med fermentacijo kislega testa, se med termalnimi
reakcijami lahko tvorijo razli¢ne hlapne kot tudi nehlapne spojine, kar vpliva na aromo
pecenih izdelkov (Corsetti in Settanni, 2007; Cho Hee in Peterson, 2010). K njeni tovrbi
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prispevajo predvsem neencimske: Maillardova reakcija, karamelizacija ter Streckerjeva
razgradnja (Cho Hee in Peterson, 2010).

Karamelizacija sladkorjev na povrSini kruha daje obarvane spojine, ki imajo kisel ter
grenak okus, in karbonilne spojine, kot so aldehidi in ketoni, ki prispevajo k razli¢nim
vonjem. Pri aromi sodelujejo tudi z interakcijami med razlicnimi AK ter sladkorji, ki so
znacilne za Maillardovo reakcijo, kar vodi do nastanka rjavih pigmentov ter hlapnih spojin
(Cho Hee in Peterson, 2010). Streckerjeva razgradnja karbonilnih spojin prav tako poteka
med peko. Potrebuje spojine, ki so nastale med Maillardovo reakcijo, torej aldehide, ki so
rezultat tudi Ze prej omenjene Ehrlichove poti (Corsetti in Settanni, 2007; Cho Hee in
Peterson, 2010; Bianchi in sod., 2008). Ker so kemijske strukture nastalih aldehidov po
obeh poteh identicne, jih teZzko kvantitativno lo¢imo (Hansen in Schieberle, 2005).

Produkti Maillardove reakcije ter Streckerjeve razgradnje vodijo do nastanka pomembnih
aromaticnih spojin, ki vkljucujejo pirazine, pirole in mnoge druge. Nekateri izmed njih
imajo znacilno aromo po pecenju in pokovki (Cho Hee in Peterson, 2010).
Najpomembne;jsi prekurzor za nastanek arome po pecenju je ornitin (Corsetti in Settanni,
2007). Dobimo ga lahko iz kvasne biomase ali pa metabolizma arginina z MKB (primer je
Lb. pontis in Lb. sanfranciscensis preko ADI poti) (Corsetti in Settanni, 2007), iz katerega
se med peko tvori 2-acetil-1-pirolin (Génzle in sod., 2007; Thiele in sod., 2002).

Posledica proteolize, ki nastopi med fermentacijo kislega testa, je za 55 — 90 % (pSeni¢na
kisla testa) povecana koli¢ina AK (Katina in sod., 2004), njihova vsebnost med peko
zmanjS$a za 10 — 20 % zacetne vrednosti (Arendt in sod., 2007; Gobbetti in sod., 1996).
Pomembne AK so predvsem ornitin, levcin in fenilalanin (Arendt in sod., 2007). Njihov
dodatek testu ali viSja vsebnost zaradi proteolize (Cho Hee in Peterson, 2010) poveca
njihovo pretvorbo v aromati¢ne spojine (Corsetti in Settanni, 2007), pri ¢emer nastane tudi
mocnejSa barva skorje kruha, ne vpliva pa na njegov okus (Cho Hee in Peterson, 2010).
Tako levcin, ki reagira s sladkorji, daje aromo svezega kruha, pri reakciji prolina z
reducirajo¢im sladkorjem pa nastane aroma, ki spominja na krekerje (Cho Hee in Peterson,
2010).

2.2.4.2.2 Nehlapne spojine

Fermentacija kislega testa je osnovana na alkoholni in mle¢nokislinski fermentaciji, pri
¢emer nastajata tako mle¢na kot tudi ocetna kislina s pomoc¢jo MKB (Martinez-Anaya,
1996). Nizka, vendar Ze pomembna koli¢ina kislin je prisotna v moki, ki pa med
fermentacijo naraste na vec kot 3 g/kg (Hansen in Schieberle, 2005).

Komponente, kot so organske kisline ali etanol, lahko vplivajo na zaznavo drugih
aromaticnih spojin (Martinez-Anaya, 1996). Za kon¢no aromo izdelka je zelo pomembno
predvsem razmerje med mle¢no in ocetno kislino (Salim-ur-Rehman in sod., 2006), ki je
definirano kot fermentacijski kvocient (FQ) (Corsetti in Settanni, 2007). Ta je eden
najpogosteje uporabljenih parametrov za povezavo med zakisanjem in aromo. Splo$no
pravilo pravi, da mora biti nizji od 4, kar pomeni sintezo velikih koli¢in ocetne kisline.
Zanjo skrbijo predvsem sevi obligatorno in fakultativno heterofermentativnih MKB

18



Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

(Kozlinski in sod., 2008). Fakultativno heterofermentativne MKB z redukcijo fruktoze
proizvajajo manitol (daje sladek okus) in poleg povecane tvorbe ATP povzrocijo Se
narascanje koli¢ine ocetne kisline (De Vuyst, 2002).

Ocetna kislina, ki v majhnih koli¢inah deluje kot ojac¢evalec okusa, vpliva na potrosnikovo
dovzetnost za druge aromaticne spojine, po drugi strani pa se pri visokih koncentracijah
poveca oster okus (Martinez-Anaya, 1996; Savi¢ in sod., 2006). Uc¢inek je odvisen od
koncentracije, zato ima sprememba le-te pomembnejsi vpliv na aromo, kot pa jo imajo
spremembe koncentracije mlecne kisline. Kljub temu senzori¢nih razlik v kislosti ne
moremo pripisati zgolj ocetni kislini, saj so za te spremembe odgovorne tudi druge hlapne
spojine in/ali interakcije med obema kislinama (Martinez-Anaya, 1996).

Za ustrezne senzori¢ne lastnosti kislega testa mora biti fermentacijski kvocient (FQ)
znotraj obmocja 2,0 — 2,7. To zmanjsanje FQ lahko povzrocita Lb. sanfranciscensis ter Lb.
brevis ter povecanje manitola v zdruzbi s kvasovko, do katerega pride zaradi vzdrzevanja
redoks ravnotezja (De Vuyst, 2002). Optimalen FQ kislega testa iz polnozrnate moke tako
pade v obmocje 1,5 — 4 (Corsetti in Settanni, 2007). Visja vsebnost kislin v rzenem kruhu
je povezana tudi z vi§jo pufrno kapaciteto rZzene moke, ki ima visok odstotek pepela
(Gobbetti in sod., 1995).

Na nastanek kislin v kislem testu vplivajo: tip moke (vsebnost pepela), temperatura in ¢as
fermentacije, vrste MKB ter dodatek fruktoze (Hansen in Schieberle, 2005; Katina in sod.,
2004). Koli¢ina mle¢ne in ocetne kisline, nastale med fermentacijo, je visja pri polnozrnati
moki. Vsebnost mlecne kisline naraste s temperaturo, medtem ko na nastanek ocetne
kisline sprememba temperature ne vpliva. Koli¢ina ocetne kisline naraste z uporabo
heterofermentativnih kultur in dodatkom fruktoze kot akceptorja vodika (Hansen in
Schieberle, 2005). Postopek sinteze pocasneje poteka v mesanih kulturah s kvasovkami kot
pa v monokulturah MKB (Salim-ur-Rehman in sod., 2006).

2.2.5 Aroma Kislih rzenih kruhov

Sestavine, uporabljene za izdelavo kislega kruha (predvsem moka), morajo biti podvrzene
doloc¢enim spremembam, zaradi katerih nastanejo znacilne arome. RZena moka Ze vsebuje
manjSo koli¢ino hlapnih spojin ter njenih prekurzorjev, ki prestanejo s peko in lahko
prispevajo k celotni aromi kruha (Martinez-Anaya, 1996; Hansen in Schieberle, 2005).
Koncna aroma je rezultat encimskih reakcij, ki potekajo med fermentacijo s kvasovkami
in/ali MKB, ki jim sledijo termi¢ne reakcije, povzroc¢ene med peko (Kirchhoff in
Schieberle, 2001).

Ceprav rzena moka sprva ne vsebuje veliko topnih ogljikovih hidratov (Corsetti in
Settanni, 2007), se njihova koli¢ina med fermentacijo povefa zaradi visoke aktivnosti
endogenih rzenih zitnih encimov (Horszwald in sod., 2009). Majhni produkti hidrolize
rzenih beljakovin lahko sluzijo kot hranila za mikroorganizme, majhni peptidi in AK pa
delujejo kot prekurzorji, ki se med fermentacijo ali peko pretvorijo v sestavine arome
(Tuukkanen in sod., 2005). Kisla testa, fermentirana z aktivnostjo mikroorganizmov, imajo
vecjo vsebnost hlapnih spojin kot kemijsko zakisana (Vermeulen, 2007). Pri slednjih
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nastanejo vecje koliCine heksanala in etil acetata (Martinez-Anaya, 1996), ki dajejo
sredicam kruhov nezaZeleno aromo po travi in Zitaricah (Kirchhoff in Schieberle, 2002),
zaradi Cesar niso dobro senzori¢no ocenjeni (Salim-ur-Rehman in sod., 2007).

V kislih testih sta Kirchhoff in Schieberle (2002) odkrila 35 aktivnih spojin arome. Z
uporabo tehnike AEDA ter z dolocitvijo FD v Skrobu in vodi sta napovedala moZnost
njihovega prispevka k aromi. To so spojine s faktorjem FD >100, med katere Stejemo 3-
metilbutanal, vanilin, 3-metilbutanojsko kislino, metional, (E,E)-2,4-dekadienal, 2,3-
butandion ter ocetno kislino (Preglednica 5) (Kirchhoff in Schieberle, 2002; Hansen in
Schieberle, 2005).

Preglednica 5: Koncentracije, prag zaznave in OAV aktivnih hlapnih vonjav v rZenem Kislen testu
(Kirchhoff in Schieberle, 2002)

koncentracija

vrsta hlapne (ng/k h prag zaznave OAV*" | prag zaznave OAV*
spojine He tge Zn(f‘) SWO 1 (ig/kg v gkrobu) | (3krob) | (ng/kg v vodi) | (voda)

ocetna kislina 3140000 31140 101 22000 143
butanojska kislina | 21800 100 218 1000 22
3-metilbutanal 899 32 28 0,4 2248
vanilin 2790 4.6 607 25 112
3-metilbutanojska | 2580 6 430 740 3.5
kislina
2,3-butanedion 744 6,5 114 15 50
(E.E)-2,4- 78 2,7 29 0,2 390
dekadienal
Metional 65 0,27 241 1,8 36
(E)-p- 0,9 0,2 4,5 0,004 225
damascenone

*=0AV izraunamo tako, da delimo koncentracijo aromati¢ne spojine v izdelku s koncentracijo njenega praga zaznave

Predstavljeni podatki nam Se ne dajejo natancnih ugotovitev, katere spojine morajo biti
prisotne v kislem testu, da bomo dobili kruh z boljSo aromo po peki. Iz njihlahko
razberemo le, kateri del aromati¢nih spojin izvira iz moke ter kateri se tvori med
fermentacijo testa in/ali kasneje med peko (Preglednica 6).

Fermentacija je bistvena predvsem za nastanek arome v sredici kruha, medtem ko peka
vpliva na tipi¢no aromo skorje (Corsetti in Settanni, 2007). Kirchhoff in Schieberle (2001)
sta z isto metodo kot pri kislih testith doloc¢ila metilbutanal, (E)-2-nonenal, (E,E)-2,4-
dekadienal, heksanal, ocetno kislino, fenilacetaldehid, metional, vanilin, 2,3-butandion, 3-
hidroksi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon in 2- ter 3-metilbutanojska kislino za glavne
aromati¢ne spojine, ki prispevjo k znacilni intenzivni aromi sredice rzenih kislih kruhov
(Kirchhoff in Schieberle, 2001; Salim-ur-Rehman in sod., 2006). Poleg naStetih spojin
nekateri avtorji kot pomembne aromati¢ne spojine omenjajo Se propanon, benzil alkohol in
2-feniletanol. Med omenjenimi spojinami lahko v sredicah pSeni¢nih kruhov najdemo 3-
metilbutanojsko kislino, (E)-2-nonenal, 2-feniletanol ter 2,3-butandion (Salim-ur-Rehman
in sod., 2006). Aroma rzi je blaga (Tuukkanen in sod., 2005) in se okrepi med njeno
obdelavo (Heinio in sod., 2003).
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Aroma kruha se z ohlajanjem delno izgublja skozi za arome propustno skorjo (Kozlinski in
sod., 2008). Med ohlajanjem pride do oksidacijskih reakcij, pri katerih nastanejo hlapne
spojine, ki med ohlajanjem izhlapijo (Heinid in sod., 2003). Pri ponovnem segrevanju se
aroma kruha delno obnovi, zaradi ¢esar predpostavljamo, da del aromati¢nih spojin ostane
v kruhu ujet (Kozlinski in sod., 2008). Do velike izgube arom pride tudi med
shranjevanjem zaradi staranja in evaporacijskih sprememb (Plessas in sod., 2008).

Preglednica 6: Hlapne spojine identificirane v razli¢nih stopnjah priprave Kislih rZenih kruhov (1:
Kirchhoff in Schieberle, 2002; 2: Hansen in Schieberle, 2005; 3. Grosch in Schieberle, 1997; 4:
Kirchhoff in Schieberle, 2001; 5: Cho in Peterson, 2010)

mesto vzorcenja
hlapna spojina tip arome R7 KISLO | SREDICA | SKORJA
TESTO | KRUHA | KRUHA
2,3-butanedion maslo x' x4 '
heksanal trava x!' X x>
1-okten-3-on gobe X x’
metional kuhan . x! x! x> x 33
krompir
(E)-2-nonenal travv%, x' x> x>
mascobe
(E,E)-2,4-nonadienal mascobe, x*
vosek
2-etil-3,5-dimetilpirazin x>
(E,E)-2,4-dekadienal mascobe, x! x> x>
vosek
4,5-epoksi-(E)-2-dekanal metalen X’
3-hidroksi-4,5-dimetil-2(5SH)-furanon | 72°Y°0 S X X
/zaCimbe
4-hidroksi-2,5-dimetil-3(2H)-furanon X’
grenki
2- in 3-metilbutanal mandlji, x x> x>
trava
3-hidroksi-5-etil-4-metil-2(5H)-furanon | peko¢ x>
o kuhan 2
3-(metiltio)-propanol Krompir X
vanilin frllaec(liek, x 2 x>
fenilacetaldehid med x> X
ocetna kislina ocetni 2 x> 'S
2-/3-metilbutanojska kislina sladko x' x4 x’
2,3-butanedion (diacetil) maslen X’ X’

2.3 DIACETIL

Med fermentacijo Zitaric se tvorijo razlicne hlapne spojine, ki prispevajo h kompleksni
mesanici okusov v razli¢nih izdelkih (Kohajdovi¢ in Karovi¢ova, 2007). Ena izmed teh je
diacetil ali 2,3-butandion, ki se lahko tvori tako z MKB kot tudi s kvasovkami (Hansen in
Schieberle, 2005). Ta karbonilna spojina (Gobbetti, 1998) ima mo¢no aromo po maslu, ki
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je v majhnih koncentracijah bistvena v razlicnih mle¢nih proizvodih, kot so maslo,
pinjenec, svezi sir (Hugenholtz in sod., 2000), sladoled in skuta (Quintas in sod., 2008),
pomembno pa prispeva tudi k aromi rzenih kislih kruhov. Pri proizvodnji piva (Hugenholtz
in sod., 2000), sokov citrusov ter destiliranih alkoholnih pijacah pa je diacetil najbolj
nezazelena aroma (Sandine in Elliker, 1970).

Ker je diacetil spojina, ki se nahaja v veliko zivilskih proizvodih ter se tvori s podobnimi
MO, lahko njeno biosintezo nastanka do dolocene mere prenesemo v drugo okolje. V
nadaljevanju smo se osredotocili predvsem na mle¢ne izdelke in pivo, saj o nastanku
diacetila v kislih testih ter kruhih ni veliko literature.

2.3.1 Nastanek diacetila z MKB

Ze dolgo je poznano, da pod dologenimi pogoji MKB tvorijo druga¢ne metabolite, med
katere spadata tudi diacetil in acetoin (Hugenholtz in Kleerebenzem, 1999). Oba sta si
kemijsko zelo podobna in se v majhnih koli¢inah pojavljata kot stranski proizvod med
mlec¢no-kislinsko fermentacijo preko a-acetolaktata (Swindell in sod., 1996; Hugenholtz in
sod., 2000). Medtem ko se acetoin tvori z aktivnostjo a-acetolaktat dekarboksilaze, je
diacetil rezultat neencimske oksidativne dekarboksilacije (Nadal in sod., 2009).

Lactococcus lactis subsp. lactis biovarieteta diacetylactis (Quintas in sod.,2008) se Siroko
uporablja v zivilski industriji kot starter kultura mle¢nih izdelkov (Garcia-Quintans in sod.,
2008). Ta pri mlecni-kislinski fermentaciji zaradi uravnoteZenega redoks potenciala
pretvori sladkorje (glukoza in laktoza) preko piruvata v mle¢no kislino. Medtem ko se pri
bolj oksidiranem substratu, kot je citronska kislina, tok piruvata preusmeri preko nastanka
a-acetolaktata (Hugenholtz in sod., 2000; Nadal in sod., 2009), ki se isto¢asno pretvarja v
C4 aromatic¢ni spojini acetoin in diacetil (Garcia-Quintdns in sod., 2008) ter CO..

Do preusmeritve toka citrata pride, ker pri pretvorbi glukoze v laktat nastajata 2 mola ATP
na 1 mol metabolizirane glukoze. Pri tem se lahko NAD", ki se porabi v zacetnih stopnjah
poti, regenerira med pretvorbo piruvata v laktat ter tako vzdrzi redoks potencial. Medtem
pa se ob prisotnosti glukoze in citrata iz vsakega mola slednjega proizvede zgolj 1 mol
piruvata, ne da bi pri tem regeneriral z NADH. To povzroCi znotrajceli¢ni presezek
piruvata, ki je zato izpeljan v sintezo a-acetolaktata ter posledi¢no aromati¢nih spojin.

Domnevajo, da te bakterije proizvajajo C4 spojine samo zato, da bi izloc¢ile koli¢ine
piruvata, ki se tvorijo pod Ze omenjenimi rastnimi pogoji ter pri nizkem pH. Ti pogoji so
ugodni za delovanje a-acetolaktat sintaze (optimum 6,0) (Garcia-Quintans in sod., 2008),
ki katalizira kondenzacijo dveh molekul piruvata, pri cemer nastane a-aceotolaktat. Ker je
ta intermediat nestabilen, se takoj dekarboksilira v acetoin z acetolaktat dekarboksilazo ali
z neencimsko dekarboksilacijo (ob prisotnosti kisika) v diacetil. Nastale spojine se lahko
izlo¢ijo, ne da bi pri tem potrebovale specifi¢en transporter (Quintas in sod., 2008; Goupry
in sod., 2000).

Ravnotezje med kon¢nimi produkti citrata (acetoin, diacetil...) je odvisno od redoks stanja
celice (Quintas in sod., 2008). Diacetil se lahko pretvori v acetoin, ki se dalje reducira v
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2,3-butanediol. Redukcija diacetila v acetoin je ireverzibilna, medtem ko je redukcija
acetoina v 2,3-butandiol reverzibilna. Pretvorbo 2,3-butanediola v acetoin katalizira 2,3-
butanediol dehidrogenaza. Aktivnost diacetil reduktaze pa je odvisna od seva MKB
(Garcia-Quinténs in sod., 2008).

Ob odsotnosti citrata se kopi¢ijo zanemarljive koli¢ine aromati¢nih spojin. Acetoin in
diacetil se akumulirata pozno v fermentaciji, kar sovpada z obdobjem, ko se je pricel
katabolizem citrata. Poleg tega je aerobna fermentacija predvsem v prid akumulaciji
diacetila in acetiona v skladu z zgoraj omenjenim oksidativnim metabolizom citrata
(Goupry in sod., 2000).

2.3.2 Tvorba diacetila s kvasovkami

Medtem ko je nastanek diacetila pri mle¢nih izdelkih zazelen, pri pivu povzroca slabo
aromo. Ta nastane pri proizvodnji kvasovk kot posledica pomanjkanja hranil med fazo
razmnozevanja oz. log fazo, ko kvasne celice potrebujejo dusikove spojine za tvorbo
kvasnih AK, beljakovin ter drugih celi¢nih spojin. Ce jih v mediju ni dovolj v obliki, ki bi
jo lahko asimilirale, bodo uporabile kombinacijo metabolnih poti za sintezo ogljikovih
hidratov in sintezo beljakovin (Bassit in sod., 1995).

AK, proizvedeni s kvasovkami, sta izolevcin in valin, ki nastaneta preko intermediata
acetolaktata. Vecina acetolaktata se pretvori v valin, del pa preide iz celice v pivo, kjer se
dalje pretvori v diacetil s kemi¢no (ne encimsko) oksidacijo. Ta korak je odvisen od
temperature ter kvasnih encimov. Pri 10 °C kemi¢na oksidacija poteka zelo pocasi, narasla
koncentracija valina pa inhibira encim a-acetolaktat in posledicno nastanek diacetila
(Eplinger in Narzif, 2003).

Ko je fermentacija upocCasnjena in kvasovke vstopijo v stacionarno fazo rasti, pravimo, da
je pivo podvrzeno fazi zorenja. V tej fazi uporabijo diacetil, ki so ga proizvedle, ter ga
encimsko z diacetil reduktazo pretvorijo v acetoin in nato v 2,3-butanedion. Redukcija je
pocasnejSa pri nizkih temperaturah (Pastore, 2007).

2.3.3 Vloga diacetila v kruhu

Vsebnost diacetila je vi§ja v kislih testih, ki so fermentirana s homofermentativnimi MKB
(izjema Lb. delbruecki subsp. delbruecki). Njegova vsebnost se mo¢no poveca tudi v kislih
testih, ki so jim bile dodane kvasovke (Hansen in Schieberle, 2005). Vecjo koli¢ino
diacetila so zaznali tudi pri kemijsko zakisanih kruhih (Martinez-Anaya, 1996).

Diacetil je pomembna aromati¢na spojina, katere koncentracija v rzeni moki znasa okoli 50
pg/kg. Njegova vsebnost med fermentacijo kislega testa naraste tudi do 750 pg/kg. Pri
izdelavi kruha kislo testo razred¢imo z moko, kar zniza koncentracijo diacetila v celotni
mesSanici (200 pg/kg). Pri ponovni fermentaciji se zopet zviSa in lahko celo preseze
koncentracijo v primerjavi z prvo fermentacijo (750 pg/kg). Med peko se vsebnost
diacetila zniza za priblizno 40 % in s kon¢no vrednostjo 300 pg/kg prispeva k znacilni
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aromi rzenih kislih kruhov. Prag zaznave diacetila je okoli 7 pg/kg, iz Cesar je dobro
razviden njegov prispevek h karakteristi¢ni aromi po maslu v vseh fazah izdelave kislih
rzenih kruhov (Hansen in Schieberle, 2005).

Diacetil najve¢ prispeva k aromi sredice rzenega kruha. Kirchhoff in Schieberle (2002) sta
z uporabo tehnike AEDA ter z dolocitvijo FD v Skrobu in v vodi potrdila njegov pomen pri
rzenih kislih testih.

Michalska in sod. (2002) so dolocali nastanek hlapnih spojin, kot sta diacetil in acetion v
kislih testih, z dodatkom razlicnih mesanic sevov MKB. Vsebnost acetoina je bila najvisja
pri fermentaciji rZene moke z dodatkom mesanice sevov Lactococcus lactis spp. lactis in
Lb. plantarum, kot tudi pri mesanici z dodanima sevoma Lb. plantarum ter eno od vrst Lb.
casei, pri katerih so izmerili koncentraciji 1,032 mg/kg ter 1,066 mg/kg po 72 urah
fermentacije. Glede na dobljene rezultate lahko sklepamo, da Lb. plantarum proizvaja
veliko koli¢ino acetoina. To je posledica pretvorbe piruvata v acetoin (namesto nastanka
kislih proizvodov) zaradi vzdrZzevanja pH homeostaze. Ker je prag zaznave slednjega nizek
(0,75 mg/kg), pomembno prispeva k aromi sredice rzenih zakisanih kruhov (Michalska in
sod., 2002), ¢eprav nekateri avtorji navajajo, da acetoin ne prispeva veliko k aromi
(Martinez-Anaya, 1996). MeSanica sevov, ki je dala najvi§je vrednosti diacetila, je
sestavljena iz sevov: Lactococcus lactis subsp. lactis ter Lb. plantarum. Najvisja vrednost
je bila dosezena ze po 48 urah fermentacije (1,053 mg/kg), a se je pri 72 urah nekoliko
znizala (0,662 mg/kg) (Michalska in sod., 2002).

S. cerevisiae je med kvasovkami najpogosteje omenjena kot tista, ki prispeva k nastanku
diacetila v kruhu, medtem ko pri nastanku diacetila s pomoc¢jo MKB omenjajo predvsem
seve Lb. plantarum, Lb. alimentarius, Lb. farciminis, Lb. acidophilus, (Damiani in sod.,
1996; Christensen in Pederson, 1958) Lb. bulgaricus, Lb. helveticus, Pediococcus
cerevisiae ter Streptococcus faecalis. Nekateri izmed njih proizvajajo diacetil tudi v
odsotnosti citrata (Christensen in Pederson, 1958).
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 MATERIALI IN NACRT POSKUSA
| RZENA MOKA
PRIPRAVA
| PEENTCNA MOKA MELANICE VODE IN
MOKE
| DESTILIRANA VODA

PRIPRAVA KVASHE E\OII:,T:};J;‘% =
SUSPENZITE *UEI;:E;}ID
( FEFMENTACTIA L )
Marjenje veadnosti pH =
Merjenje vradnosti pH | -| i
- - 1
Dolodanis sladlhorey _r-‘—( EISLO TESTO TESTO ZA KRUH
- — |
| Diolotanje kislinske
Stopduje
- —_— |
Dolofenje sromstitnih
pojin f‘

HLAJENIE ERUHA

Slika 3: Shema priprave rZenih kislih kruhov

3.1.1 Priprava kislega testa in glavnega zamesa

- rzena moka tip 1250 (Zitvo)
- pSeni¢na moka tip 500 (Zito)

REIENA MOKA

PEENICNA WIOEA

VoDA

LIE

0L

EVAS

N —

| —-I_ hlerjenje vradnosti pH sradice

L
|

p "
_1 Dwolocanjs sromaticnih spojin v |

[—

sredici in shogi

- liofilizirane kvasovke Saccharomyces cerevisiae (saf-instant, Lesafree)

- son¢nicno olje (Gea)

- sol, fino mleta (Droga Kolinska)
- bidestilirana voda

- voda (temperatura ~ 30 = 1 °C)
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3.1.2 Reagenti in raztopine

- PBS pufer (Oxoid)

- NaOH (Merck) za pripravo 0,1 M raztopine NaOH

- etanol (60 %, Merck)

- HMDS=heksametildisilazan (¢istost > 99 %, Fluka)

- tetrafluoroocetna kislina (Cistost > 99 %, Riedel-de Haén)

- reagent R1: V 100 mL bucko smo zatehtali 2 g 99 % hidroksilamina hidroklorida
(Sigma) ter jo do oznake dopolnili z 99,5 % piridinom (Fluka).

- interni standard 4-metil-2-pentanol: V 25 mL bucko smo zatehtali 30 mg 4-metil-2-
pentanola ter jo dopolnili do oznake z bi-destilirano vodo.

3.1.3 Aparature in pribor

- tehtnica (Soehnle, 2000 g)

- tehtnica (Mettler toledo, 310 g)

- mesalnik (Diosna, 15 kg)

- termometer (Toledo)

- vzhajalna komora (Gostol)

- pec¢ (Gostol)

- bioreaktor (Chemap CF 2000, 3,5 1)

- gorilnik

- centrifuga (Eppendorf)

- termostatski blok (VIm)

- pipeta 5 ul, 10 pl, 1000 pl in 5 mL (Transferpette)
- pH-meter: Mettler Toledo DL50 Graphix

- plinski kromatograf: 789N (Agilent, ZDA)

- vakumski izparjevalnik (Genevac HT- 4, series II system)

3.2 METODE DELA

Kruh smo pripravili z indirektnim na¢inom zamesa na Katedri za tehnologije, prehrano in
vino na Biotehniski fakulteti v Ljubljani. Fermentacijo kislega testa smo izvedli v 3,5 L
bioreaktorju na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil ter ga nato dodali
glavnemu zamesu.

Za pripravo slepega vzorca kislega testa nismo uporabili, ampak smo njegov del

nadomestili z ustrezno koli¢ino meSanice mok in vode, ki jih predhodno nismo
fermentirali.

3.2.1 Priprava Kkislega testa

3.2.1.1 Zatehta

Iz moke in vode smo pripravili meSanico, ki je fermentirana s kvasovkami ter MKB (De
Vuyst in Vancanneyt, 2007). Bakterije lahko izvirajo iz naravno kontaminirane moke in
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ostalih surovin, saj niso podvrzene toplotni sterilizaciji (Corsetti in Settanni, 2007).
Dodatek kvasovk vpliva na sestavo spontane mikroflore in tako tudi na fermentacijo.

Naprave/Aparature:
- tehtnica (Soehnle, 2000g)

Uporabljen material:
- dve 1000-mL plasti¢ni ¢asi
- steklena palcka, Zlica
- i

Izvedba metode:

V dveh 1000-mL plasti¢nih ¢asah smo posebej zatehtali mesanico 600 g moke ter 1400 g
bidestilirane vode. MeSanico moke je sestavljalo 120 g rZene moke tip 1250 in 480 g
pSeni¢ne moke tip 500. Moki smo ob konstantnem mesanju s stekleno pal¢ko pocasi
dodajali bidestilirano vodo. Nastale grudice smo zdrobili s pomocjo zlice. Z uporabo lija
smo vse prenesli v predhodno steriliziran 3,5-L bioreaktor.

Preglednica 7: Receptura za izdelavo kislega testa

sestavine masa (g)
moka 600
- rZena moka 120
- pSeni¢na moka 480
bi-destilirana voda 1400

3.2.1.2 Priprava kvasne suspenzije

Aktivne liofilizirane kvasovke vsebujejo priblizno 8 % vode, kar ne zadosca za aktiven
metabolizem, zato jih je potrebno pred inokulacijo rehidrirati. Temperatura, sestava medija
in Cas rehidracije so pogoji, ki vplivajo na Zivost kvasnih celic ter njihovo fiziolosko stanje.
Spremenijo lahko tudi njihovo fermentacijsko obnasanje, predvsem pa dolZino lag faze. Ta
je pomembna, saj imajo pri dolgi lag fazi avtohtone kvasovke priloznost, da prevladajo.
Vecina tehnik priprave liofilizirane kvasne suspenzije priporoca 30-minutno rehidracijo pri
temperaturi 35 — 40 °C (Soubeyrand in sod., 2006; Ferrarini in sod., 2007).

Naprave/Aparature:
- tehtnica (Mettler toledo, 310g)

Uporabljen material:
- PBS pufer (Oxoid)
- liofilizirane kvasovke Saccharomyces cerevisiae (saf-instant, Lesafree)
- 100-mL casa
- steklena palcka
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Izvedba metode:
V 100-mL stekleno ¢aSo smo zatehtali 5 g liofiliziranih kvasovk ter prilili 50 mL PBS
pufra (pH = 7). Kvasovke smo rehidrirali 30 minut ter vies suspenzijo veckrat premesali s
stekleno palcko.

3.2.1.3 Inokulacija meSanice s kvasno suspenzijo

Mesanici moke in vode smo dodajali razlicne koli¢ine kvasovk S. cerevisiae. Katina (2005)
navaja, da se z dodatkom teh kvasovk poveca tvorba hlapnih aromati¢nih spojin, ki
pomembno vplivajo na aromo.

Naprave/aparature:
- bioreaktor (Chemap CF 2000; 3,5 1)
- 1000 pl in 5 mL pipeti (Transferpette)
- gorilnik

Izvedba metode:

Poizkus smo izvedli na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost zivil. V
bioreaktorju smo opravili tri razli¢ne fermentacijske poskuse. Kot kontrolo smo uporabili
mesSanico moke in bidestilirane vode brez dodatka kvasne suspenzije. V ostalih dveh
fermentacijskih poskusih pa smo z pipeto meSanici v bioreaktorju asepticno dodali dve
razli¢ni koli¢ini kvasne suspenzije: 0,13 mL in 1,30 mL na 2000 g meSanice moke in
bidestilirane vode.

3.2.1.4 Fermentacija

Fermentacija kislega testa je edinstvena simbioza med MKB ter kvasovkami. Interakcije
med njimi so pomembne za metabolno aktivnost testa (Sadeghi, 2008, Kozlinski in sod.,
2008) in prispevajo k nastanku aromati¢nih spojin (Van der Meulen in sod., 2007).

Naprave/Aparature:
- bioreaktor (Chemap CF 2000, 3,5 L)

Uporabljen material:
- predhodno pripravljena meSanica moke in bidestilirane vode
- predhodno pripravljena kvasna suspenzija
- dve 500-mL stekleni ¢asi

Izvedba metode:

Zmes rzene (tip 1250) ter pSeni¢ne moke (tip 500), bidestilirane vode (in kvasne
suspenzije) smo fermentirali v bioreaktorju ob konstantnem meSanju 100 + 2
vrtljajev/minuto pri temperaturi 30 + 2 °C do vrednosti pH~4. Med fermentacijo je
racunalnik na vsake 3 minute belezil spremembe pH in pO, vrednosti s pomocjo pH ter
pO, elektrode. Tako dobljeno brozgo smo po doseZenem Zeljenem pH iz bioreaktorja
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pretocili v dve 500-mL casi. Vsak poskus je potekal v treh paralelkah. Rezultate smo
podali kot povprecne vrednosti.

Poskusi:
1. brez dodatka kvasne suspenzije
2. z dodatkom 0,13 mL kvasne suspenzije na 2000 g meSanice moke in bidestilirane
vode
3. z dodatkom 1,13 mL kvasne suspenzije na 2000 g meSanice moke in bidestilirane
vode

3.2.2 Glavni zames

RZene kruhe iz kislega testa smo zamesili iz dela predhodno fermentiranega kislega testa (z
ali brez dodatka kvasne suspenzije), ki smo mu smo dodali svezo moko in vodo ter ostale
sestavine, navedene po recepturi v preglednici 9.

Naprave/Aparature:
- mesalnik (Diosna, 15 kg)
- termometer (Toledo)
- vzhajalna komora (Gostol)
- pec¢ (Gostol)

Uporabljen material:
- kislo testo
- sestavine, navedene v preglednici 9
- steklene ¢aSe razli¢nih velikosti
- modelna koSarica
- noz

Tehnoloski postopek:
V steklene ¢ase smo natehtali sestavine po recepturi, navedeni v preglednici 9, ter vse
skupaj prenesli v meSalnik. Pripravljeno zmes smo najprej mesali 3 minute pri nizki

ey

Preglednica 8: Receptura za zames rZenega kislega kruha

sestavine koli¢ina
moka 1000 g
- rzena moka 150 g
- pSeni¢na moka 850 g
voda 600 mL
olje 25 mL
sol 20 g
kvas 5¢g

Pripravili smo tudi rzeni kruh (slepi vzorec) brez kislega testa, pri ¢emer smo uporabili

postopek direktnega zamesa.
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3.2.3 Vzhajanje (fermentacija 2)

Testu smo izmerili temperaturo ter ga polozili v plasti€no posodo, jo pokrili s pokrovom
ter vstavili v vzhajalno komoro za 90 minut pri temperaturi 30 + 2 °C. Vzhajano testo smo
ro¢no razdelili na dva priblizno enaka dela in ju oblikovali v hlebfka. Vsakega smo
polozili v modelno kosSarico, ki smo jo predhodno pomokali, ter ju ponovno vstavili v
vzhajalno komoro §e za dodatnih 30 minut pri isti temperaturi.

3.2.4 Peka

Po zaklju€eni fermentaciji smo obema hlebckoma na vrhnji strani z nozem naredili po dve
vzdolzni zarezi ter ju pekli v mali konvekcijski peci v isti liniji 30 minut pri temperaturi
230 — 240 °C. Specena hlebcka smo 40 minut hladili pri temperaturi 5 + 1 °C.

3.2.5 Fizikalno-kemijske analize kislega testa in kruha

Na dan peke smo najprej izmerili vrednost pH rZenega kislega testa, po peki in hlajenju pa
Se sredice kruha. Isti dan smo kruhu izmerili tudi maso in volumen. Poleg tega smo
pripravili Se ostale potrebne vzorce ter jih zamrznili na —80 + 2 °C. Za shranjevanje kislega
testa smo uporabili 50 mL plasti¢ne centrifugirke, medtem ko smo vzorce sredice in skorje
po predhodni obdelavi s teko¢im dusikom ter drobljenju v terilnici shranili v viale za GC,
prepihali z duSikom ter hermeti¢no zaprli. Ko smo vzorce potrebovali, smo jih odmrznili
pri sobni temperaturi. Kislemu testu in sredici smo izmerili hlapne spojine in sladkorje, v
skorji pa smo dolocali le hlapne spojine.

Za merjenje sladkorjev pri slepem vzorcu smo namesto fermentiranega kislega testa
uporabili enako koli¢ino svezZe pripravljene zmesi moke in vode.

3.2.5.1 Merjenje vrednosti pH in titrabilnih kislin

Izvedba:

Meritve smo opravili z avtomatskim pH-metrom Mettler Toledo DL50 Graphix na Katedri
za tehnologijo vina. Takoj po koncani fermentaciji v bioreaktorju smo kislemu testu
najprej izmerili vrednost pH. V posebno plasti¢no posodico smo oddtehtali 30 g testa ter
mu dodali 10 g bidestilirane vode. Pripravljeni meSanici smo izmerili pH, nato pa Se
titrabilne kisline. Poizkus smo opravili v treh ponovitvah in rezultate podali kot povprecne
vrednosti.

Po peki smo ohlajeni kruh razrezali na Cetrtine. Iz vsake Cetrtine smo iz razlicnih delov
kruha vzeli vzorce sredice ter jo nadrobili. 15 g sredice smo odtehtali v 100 mL stekleno
¢aso ter ji prilili 100 g bidestilirane vode in ob¢asno premesali s stekleno palcko. Dobljeno
suspenzijo smo s pomocjo lija po 30 minutah filtrirali skozi filtrirni papir v 100 mL
erlenmajerico. V posebno plasti¢no posodico smo natehtali 40 g dobljenega filtrata ter mu
z avtomatskim pH-metrom izmerili pH. Kislemu testu in kruhovi sredici smo z

30



Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih. 31
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

avtomatskih pH-metrom dolocili titrabilne kisline tako, da smo vzorce titrirali z 0,1 M
raztopino NaOH do pH 6,6 ter izmerili porabo. TTA smo izrazili kot koli¢ino porabljene
NaOH (v mL).

Naprave/Aparature:
- pH-meter: Mettler Toledo DL50 Graphix
- tehtnica (Mettler toledo, 310 g)

Uporabljen material:
- caSa 100 mL
- erlenmajerica 100 mL
- plasticne posodice 60 mL
- 0,1 M NaOH z koncentracijo c=0,009721

3.2.5.2 Doloc¢anje volumna in mase rzenih kislih kruhov

Izvedba:

Volumen kruha smo racunali na koli¢ino moke, iz katere je bil kruh izdelan in je bila v
vseh eksperimentih enaka. Uporabili smo metodo z nasipom gor€i¢nih semen in specifi¢en
volumen kruha podali v mL/g.

Prazno merilno posodo smo napolnili z gor¢icnimi semeni do roba ter s pomocjo ravnila
poravnali povr§ino ter tako odstranili odvecna semena. Nato smo ve€ino semen presuli iz
prve posode v drugo posodo, le nekaj smo jih pustili na dnu. V to smo polozili hlebcek, ki
smo ga predhodno stehtali ter ga prekrili s semeni iz druge posode vse do roba. Ponovno
smo povrsino poravnali z ravnilom ter odvecna semena in semena, ki niso §la v posodo z
kruhom presuli v merilni valj in od¢itali volumen. Iz mase ter izmerjenega volumna smo
nato izracunali specifi¢en volumen kruha.

Uporabljen material:
- merilni valj 500 mL
- gorci¢na semena
- merilna posoda
- ravnilo

Izracun:

volumen kruha (mL)
masa kruha (g)

SPECIFICEN VOLUMEN = (1)
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3.2.5.3 Dolocanje sladkorjev v kislem testu in sredici

Izvedba:

V epruvete z navojem smo zatehtali 200 mg kislega testa ali nadrobljene sredice
(predhodno obdelana s teko¢im duSikom) in z pipeto dodali 1,5 mL 60 % etanola. Epruvete
smo zaprli s pokrovcki, vstavili v termostatski blok in jih segrevali pri 70 (£2) °C za 30
minut. Nato smo 500 pL bistre tekoCine s pipeto prenesli v mikrocentrifugirke (v
nadaljevanju epice) z volumnom 1,5 mL ter jih 5 minut centrifugirali pri 15.000
obratih/min. Tako dobljen supernatant smo s pomoc¢jo 5 mL injekcije prefiltrirali preko
Syringa filtra za enkratno uporabo, s porami velikosti 0,45 um, v epruvete. Te smo ustavili
v vakumsko centirfugirko dokler ni supernatant izparel. Epruvetam smo nato dodali 100
pL reagenta R1, jih zaprli z zamaskom ter segrevali pri 70 + 2 °C za 30 minut. Nadalje smo
dodali Se 100 pl HMDS ter 10 pL trifluoroocetne kisline, epruvete ponovno hermeti¢no
zaprli ter segrevali pri 100 £ 2 °C Se dodatnih 60 minut. Po kon€anem segrevanju smo
vzorce razred¢ili z 400 pl HDMS. Bistro raztopino smo nato s steklenimi kapalkami
prenesli v viale za GC. Rezultat je bil izrazen kot vsebnost sladkorja (g) v 100g vzorca.

Izrac¢un:

ovrsina pod krivuljo vzorca .
c - P P L x koncentracija standarda ... (2)

SLADKORJA /L) V VIALI v . .
(me/L) povr§ina pod krivuljo standarda

Naprave/aparature:
- pipeta 10 pL, 1000 pL in 5 mL (Transferpette)
- steklene kapalke
- centrifuga (Eppendorf)
- termostatski blok
- vakuumska centrifuga
- plinski kromatograf: 7890 N (Agilent, ZDA)
*Kolona: OPTIMA 1 MS: 12 m x 0,2 mm x 0,35 pm (dolZina, premer,
nanos filma; Supelco)
*Detektor: MS-detektor, 5975 C (Agilent, ZDA)

Uporabljen material:
- steklene epruvete z navojem ter zamaski
- 1,5 pL mikrocentrifugirka (epice)
- 6 mL injekcija (Norm-Ject, Luer)
- Syringa filtri z porami velikost 0,45 pm (Henke Sass wolf)
- viale za GC z pokrov¢cki

Raztopine in reagenti:
- etanol
- 99 % heksametildisilazan (HMDS, Fluka)
- 99 % tetrafluoroocetna kislina (Riedel-de Haén)
- raztopina R1
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Eksperimentalni pogoji na GC-MS:
- Kromatografski pogoji:
» temperatura injektorja: 280 °C,
* nosilni plin: helij 6,0 s pretokom 1,1 mL/min pri 120 °C,
= zacetna temperatura peci: 120 °C (1 min),
* temperaturni gradient v peci: 12 °C/min,
» konc¢na temperatura peci: 300 °C (9 min)

- Detektor: masni spektrometer
* temperatura ionskega izvora: 230°C,
» temperatura kvadripola: 150 °C,
* masni spekter: full-scan mode (40-500 m/z).

3.2.5.4 Doloc¢anje aromatic¢nih spojin v kislem testu, skorji in sredici rzenega kislega kruha

Ekstrakcijo in koncentriranje hlapnih spojin smo izvedli po principu analize nadprostora
nad vzorcem z uporabo ekstrakcijske igle. To je metoda mikroestrakcije na trdni fazi
(SPME), kjer je igla prevlecena s stacionarno fazo, na katero se iz plinske faze absorbira
analit — hlapna spojina, ki je v ravnotezju z vzorcem. Koncentracija vezanega analita je
premosorazmerna s koncentracijo tega v vzorcu. Desorpcija potec¢e v povezavi z GC, ki je
kombinirana z masno spektrometrijo MS. GC snovi lo¢i, MC pa identificira in kvantificira.
Tako metodo imenujemo SPME/GC-MS.

SPME metoda je primerna za polarne in nepolarne spojine, pri ¢emer uporaba topil ni

potrebna. Pri metodi potrebujemo zelo majhno koli¢ino vzorca. Odlikuje pa jo tudi hitrost
ter enostavna uporaba.

POSTOPEK EKSTRAKCIJE POSTOPEK DESORPCIJE

—> — o
-|-
PREBOD SEPTE EKSTRAKCIJA ODSTRANITEV PREBOD SEPTE  DESORPCIJA  ODSTRANITEV
VZORCA IGLE GC IGLE

Slika 4: Postopek ekstrakcije in desorpcije za SPME (Mundrup in Shirey, 2001)
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Izvedba metode:

V epruvete z navojem smo zatehtali 2000 + 0,1 mg kislega testa, nadrobljene sredice ali pa
skorje. Z pipeto smo dodali po 0,5 ul internega standarda ter na vijalo hermeti¢no pritrdili
pokrovcke s pomocjo posebnih kles¢.

IzraCun:
Ker poznamo koli¢ino dodanega internega standarda, lahko iz odzivnosti preratunamo
ostale koli¢ine hlapnih spojin, dolocene z GC-MS.

Odzivnost internega standarda (IS) ustreza 0,5 pl. Ker poznamo koli¢ino 30 mg 4-metil-2-
pentanola, ki smo ga zatehtali v 25 mL bucko, lahko izracunamo njegovo vsebnost v 0,5
pl: 0,5 pL ustreza 0,0006 mg 4-metil-2-pentanola.

m 4-METIL -2-PENTANOL V VIALI(mg) =m IS = 0’0006 mg IS (3)
m _ My (mg) x odzivnost aromaticne spojine
AROMATICNE SPOJINE V VIALI (mg) OdZivnOSt |S
m

AROMATICNE  SPOJINE V VZORCU (g)
m

C AROMATICNE SPOJINE V VZORCU (ghkg) —

VZORCA (kg)

Naprave/aparature:

- tehtnica (Mettler toledo, 310 g)

- pipeta 1 pL (Transferpette)

- Plinski kromatograf: 7890N (Agilent, ZDA)
*Kolona: DB5 MS: 60 m x 0,32 mm x 0,1 pm (dolZina, premer, nanos filma;

Supelco)

*Mikroekstrakcijska igla: 85 pm Carboxen/PDMS (Supelco)
*Detektor: 5975C (Agilent, ZDA)

Uporabljen material:
- steklene epruvete z navojem ter zamaski
- plasticna kapalka
- viale za GC s pokrovcki

Raztopine in reagenti:
- tekoci dusik
- raztopina internega standarda: 4-metil-2-pentanol (30 mg standarda zatehtamo v 25
mL bucko in dopolnimo do oznake z destilirano vodo)

Eksperimentalni pogoji na GC-MS:
- Mikroestrakcija na igli:
* temperatura ekstrakcije: 25 °C,
= Cas ekstrakcije: 30 min
- Kromatografski pogoji:
= Cas termi¢ne desorpcije vlakna: 2 min,
* temperatura injektorja: 250 °C,
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= nosilni plin: helij 6,0 s pretokom 1,3 mL/min pri 40 °C,
= zacetna temperatura peci: 40 °C (1 min),
» temperaturni gradient v peci: 8 °C/min,
* konc¢na temperatura peci: 230 °C (1 min)
- Detektor: masni spektrometer
* temperatura ionskega izvora: 230°C,
» temperatura kvadripola: 150 °C,
* masni spekter: full-scan mode (30-250 m/z).

3.3 STATISTICNA ANALIZA

Za pripravo in ureditev v poskusu dobljenih rezultatov smo uporabili racunalniski program
Microsoft Office Excel 2003.

Vse tri poskuse (1. brez dodatka, 2. z dodatkom 0,13 pL kvasne suspenzije in 3. z
dodatkom 1,3 pL kvasne suspenzije) smo opravili v treh ponovitvah, medtem ko smo slepi
vzorec izvedli v dveh ponovitvah. Rezultate meritev smo podali kot povpre¢ne vrednosti
(X) s standardnim odklonom (S.0.) ter koeficientom variabilnosti, ki smo jih dobili s
pomocjo enacb:

e Povprecna vrednost (X )

¥=l><zxi (@
n i3

e Standardni odklon (S.0O.)
S.O.:\/ : x> (% = %) (5
i=1

n-1

e Koeficient variabilnosti (KV)

KV (%) = S')_(O'xwo .. (6)

pri Cemer je n Stevilo vzorcev, X; pa vrednost i-te ponovitve (Kosmelj, 2007).

Dobljene podatke smo nato obdelali Se s t-testom, s katerim smo primerjali
eksperimentalne razlike dveh setov podatkov ali pa eksperimentalno povprecje enega seta
podatkov s poznano oz. referen¢no vrednostjo po naslednji enacbi:

t=20x N . (7)
S

d
pri Cemer je E glavna razlika med vrednosti parov, S; pa ocenjen standardni odklon
razlik (Kealey in Haines, 2002).

35



Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

Srednje vrednosti za eksperimentalne skupine so bile izracunane z uporabo Duncan testa in
so primerjane pri 1 % in 5 % tveganju.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV DODATKA RAZLICNE KOLICINE KVASNE SUSPENZIJE KISLEMU
TESTU NA OSNOVNE STATISTICNE PARAMETRE (pH, TTA, volumen, masa)

4.1.1 Spremljanje vrednosti pH tekom fermentacije kislega testa

Med fermentacijo nastavka kislega testa v bioreaktorju smo s pH-metrom spremljali padec
vrednosti pH, do katerega pride zaradi organskih kislin, nastalih z mikrofloro, prisotno v
moki. Razli¢ni avtorji navajajo, da pH rzenih kislih test dosega vrednosti med 3,5 in 4,1
(Michalska in sod., 2002). Zato smo kislo testo vsaki¢ fermentirali do pH 4 + 0,12, pri tem
pa je raCunalnik na vsake 3 minute belezil spremembe vrednosti pH v sistemu ter ¢as
fermentacije.

6,5
6 _

5,5 ™\

T 5

) \
4

\ \ \

3,5 T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
¢as [h
brez dodatka kvasne suspenzije 1 brez dodatka kvasne suspenzije 2
——Dbrez dodatka kvasne suspenzije 3 =z dodatkom 0,13 mL kvasne suspenzije 1
=z dodatkom 0,13 mL kvasne suspenzije 2 =z dodatkom 0,13 mL kvasne supsenzije 3
z dodatkom 1,3 mL kvasne suspenzije 1 =z dodatkom 1,3 mL kvasne suspenzije 2

=z dodatkom 1,3mL kvasne suspenzije 3

Slika 5: Vpliv dodatka razliénih koli¢in (0,13 mL in 1,13 mL) kvasne suspenzije na spremembo
vrednosti pH glede na ¢as fermentacije [h]

Na podlagi dobljenih rezultatov smo izdelali graf, ki prikazuje pH krivulje v odvisnosti od
casa.

S slike 6 je razvidno, da fermentacijski meSanici v primeru, ko ji ne dodajamo kvasne
suspenzije, pH pade zelo hitro (~22,5 ur). Vzrok za to pripisujemo prevladi MKB v
sistemu. Se hitreje (~19,5 ur) dosezemo Zeleno vrednost pH ob dodatku manjse koli¢ine
kvasne suspenzije (0,13 mL). Iz pH krivulje je razvidno, da je padec vrednosti pH na
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zaCetku nekoliko pocasnejsi kot v primeru, ¢e kvasovk ne dodamo. Po prilagoditvi in
vzpostavitvi ravnovesja med MKB in kvasovkami v sistemu se naklon padca krivulje
ponovno pribliza naklonu v primeru, ko kvasovk ne dodamo. Proti koncu fermentacije
postane celo bolj o€iten. Iz tega sklepamo, da majhna koli¢ina kvasovk pozitivno vpliva na
metabolizem MKB. Najvec ¢asa smo za dosego vrednosti pH 4 + 0,12 potrebovali, ko smo
v bioreaktor dodali 1,13 mL kvasne suspenzije (~27 ur), kar povezujemo s prevlado
kvasovk v sistemu. V zadnjih dveh urah fermentacijskega procesa je opazen strm padec pH
krivulje, kar je ponovno odraz prevlade MKB.

4.1.2 Rezultati merjenja vrednosti pH in titrabilnih Kislin (TTA) kon¢nega Kislega
testa in sredice rZenih Kkislih kruhov

Vrednost pH kislega testa smo merili takoj po konc€ani fermentaciji v bioreaktorju, in sicer
v treh paralelkah. Na osnovi izracunanih K.V. lahko zaklju¢imo, da je nasa metoda
ponovljiva, saj so izracunani koeficienti variabilnosti (dokaj) nizki.

Preglednica 9: Rezultati merjenja vrednosti pH in titrabilnih kislin do kon¢ne tocke titracije (6,6) v
konénem Kkislem testu, sredici rzenih Kislih kruhov in sredici rZenih kruhov

¢ " pH kislega testa pH sredice
VIsta poskusa n]| X | SO | K.V. P n| X SO | K.V. P
slepi vzorec / / / / / 21591 0,15 1,26 /
brez dodatka kvasne o 1 53 99 | 006 | 1,50 |/ 31547 [004 |086 |0,00%*

suspenzije

z dodatkom 0,13 mL

. 913,88 (0,12 1296 |[0,05%* |3 |530 (0,06 [0,86 [0,05%*
kvasne suspenzije

z dodatkom 1,13 mL
kvasne suspenzije

914,06 0,12 1285 [0,18 31571 10,19 |0,86 | 0,00*

X = povprecna vrednost

SO = standardni odklon

K.V. (%) = koeficient variabilnosti

P = stopnja znacilnosti razlike med kislim testom, kjer kvasovk nismo uporabili, in kislim testom, kjer smo
uporabili razli¢no koli¢ino kvasovk: *P<0,01 in P<0,05 — statisti¢no zna¢ilno; **P>0,05 — ni statisti¢no
znacilno; a = slepi vzorec vs. kislo testo brez dodatka kvasovk

slepi vzorec= mesanica moke in vode, katere nismo prehodno femrentirali (razmerje enko kot pri kislem
testu); rzeni kruh, kateremu nismo dodali kislega testa

Iz meritev, podanih v zgornji preglednici, je razvidno, da so vrednosti pH sredice rzenih
kislih kruhov vedno visje od vrednosti pH rZenih kislih test. To je predvsem posledica
krajSega fermentacijskega Casa (vzhajanja 2) v primerjavi s kislimi testi. Da uporaba
kislega testa pri zamesu kruha statisticno zelo znacilno vpliva na znizanje vrednosti pH
sredice le-tega, je razvidno iz primerjave rezultatov slepega vzorca (ne dodamo kislega
testa) z rzenim kislim kruhom, ki mu nismo dodali kvasne suspenzije. pH kislega testa je
bil v vseh primerih priblizno enak (~ 4). Ob dodatku majhne koli¢ine kvasne suspenzije se
je sredica statisticno znacilno Se bolj zakisala. 1z tega sklepamo, da kvasovke v tak$nih
(P<0,01) pri vzorcih, ki smo jim dodali ve¢je koli¢ine kvasne suspenzije. Slednje potrjuje
prevlado kvasovk in s tem zmanjSanje produkcije organskih kislin s strani MKB.

38



Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

Ker na znizanje vrednosti pH vpliva nastanek organskih kislin, so temu primerne tudi
vrednosti titrabilnih kislin, navedene v preglednici 13. Te so dolocene s titracijo do pH 6,6.

Iz preglednice 10 lahko ugotovimo, da se vsebnost skupnih titrabilnih kislin v kislih testih
ni spreminjala, saj smo fermentacije teh prekinili pri priblizno enakih vrednostih. Najbolj
statisticno znacilno se vsebnost TTA spremeni v sredici kislih rZenih kruhov brez dodatka
kvasne suspenzije v primerjavi z rzenimi kruhi, ki jim kislo testo ni bilo dodano. 1z tega
lahko sklepamo, da kislo testo vpliva na zakisanje pH sredice kruha.

Preglednica 10: Rezultati merjenja porabe NaOH (mL) v kislem testu, sredici rZenih Kkislih kruhov in
sredici rZzenih kruhov

poraba NaOH v mL poraba NaOH v mL
vrsta poskusa (kislo testo) - TTA sredica) - TTA
n X SO | K.V. P n X SO K.V. P
slepi vzorec / / / / / 211,26 |0,57 |4542 /
brez dodatka kvasne | o | 1} 33 [ 540 [354 |/ 31086 |001 |061 [0,00%*

suspenzije

z dodatkom 0,13 mL

" 911226 | 1,83 | 47,19 10,37 |3]0,86 |0,00 |0,00 |0,42
kvasne suspenzije

z dodatkom 1,13 mL

. 9111,85 | 1,72 | 14,54 | 0,69 |3 | 0,86 |0,00 | 0,00 | 0,42
kvasne suspenzije

X = povpreéna vrednost

SO = standardni odklon, deviacija

K.V. (%) = koeficient variabilnosti

P = stopnja znacilnosti razlike med kislim testom, kjer kvasovk nismo uporabili, in kislim testom, kjer smo
uporabili razli¢no koli¢ino kvasovk: *P<0,01 in P<0,05 — statisticno znacilno; **P>0,05 — ni statistino
znacilno; a = slepi vzorec vs. kislo testo brez dodatka kvasovk

4.1.3 Vpliv dodatka kvasovk na volumen in maso rZenih Kkislih kruhov

Iz preglednice 11 je razvidno, da najvecji volumen rzenih kislih kruhov (P<0,01) dobimo
iz kislega testa, ki smo mu dodali najve¢jo koli¢ino (1,13 mL) kvasovk, kar dokazuje
njihovo prevlado. Ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije se volumen koncnega izdelka
statisti¢no znacilno ne spremeni, vendar je Se vedno zadovoljiv. Torej dodatek kvasovk
statisti¢no zelo znacilno vpliva na povecanje volumna kon¢nih izdelkov le ob visji koli¢ini
dodane kvasne suspenzije (1,13 mL). NajmanjSi volumen smo izmerili pri kruhih,
pripravljenih iz kislega testa, katerm nismo dodali kvasne suspenzije. Podobne volumne
kruhov smo dobili tudi ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije. Vse to kaze na
sinergisticno delovanje MKB in kvasovk ter pomembnost kvasovk pri tvorbi ogljikovega
dioksida.

Iz K.V., podanih v preglednici 11, lahko trdimo, da so vsi dobljeni rezultati s to metodo
ponovljivi.
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Preglednica 11: Vpliv uporabe Kkislega testa ter dodatka razlicnih koli¢in kvasovk na volumen in maso
rZenih Kislih kruhov v primerjavi z rZenimi kruhi

¢ K volumen (mL) masa (g)

VIsta poskusa n X SO [KV.] P [|n| x SO | K.V. P
slepi vzorec 43160,00 | 14,14 | 045 |/ 4 766,75 | 9.88 | 129 |/
brez dodatka kvasne | | yo05 50 | 5549 | 1.86 | 0,000* | 6 | 73833 | 22,17 | 3.00 | 0,03+
suspenzije

z dodatkom 0,13 mL

. 6 | 3056,67 | 126,44 | 4,14 | 0,45 6 | 759,83 | 35,01 | 4,61 | 0,27
kvasne suspenzije

z dodatkom 1,13 mL

. 6 | 4312,50 | 36,97 | 0,86 | 0,00 |6 | 77550 | 13,88 | 1,79 | 0,01*
kvasne suspenzije

X = povpreéna vrednost

SO = standardni odklon, deviacija

K.V. (%) = koeficient variabilnosti

P = stopnja znacilnosti razlike med kislim testom, kjer kvasovk nismo uporabili, in kislim testom, kjer smo
uporabili razli¢no koli¢ino kvasovk: *P<0,01 in P<0,05 — statisticno znacilno; **P>0,05 — ni statisti¢no
znacilno; a = slepi vzorec vs. kislo testo brez dodatka kvasovk

V preglednici 12 so prikazane vrednosti specificnega volumna kruha, ki ga podamo na
osnovi izmerjenega volumna in mase. Razberemo lahko, da tako dodatek kislega testa kot
tudi dodatek 1,13 mL kvasne suspenzije statisticno znaCilno vpliva na povecanje
specificnega volumna rzenih kislih kruhov.

Preglednica 12: Specificen volumen rZenih kislih kruhov glede na koli¢ino dodatne kvasne suspenzije
(0,13 in 1,13 m) v primerjavi s tistimi, katerim kvasovk nismo dodali ter rZenimi kruhi

vrsta poskusa specifiéen volumen (ml/g)
X SO | K.V. P

slepi vzorec 4,12 10,04 | 0,01

brez dodatka kvasne suspenzije 4,04 |[0,03 0,02 |0,05*

z dodatkom 0,13 mL kvasne suspenzije 4,02 |[0,07 {0,01 |0,19

DN | B

z dodatkom 1,13 mL kvasne suspenzije 5,56 | 0,08 | 0,01 |0,05*%

X = povprecna vrednost

SO = standardni odklon, deviacija

K.V. (%) = koeficient variabilnosti

P = stopnja znacilnosti razlike med kislim testom, kjer kvasovk nismo uporabili, in kislim testom, kjer smo
uporabili razli¢no koli¢ino kvasovk: *P<0,01 in P<0,05 — statisticno znacilno; **P>0,05 — ni statisti¢no
znacilno; a = slepi vzorec vs. kislo testo brez dodatka kvasovk

42 VPLIV DODATKA RAZLICNIH KOLICIN KVASNE SUSPENZIJE KISLEMU
TESTU NA NA SLADKORJE IN HLAPNE AROMATICNE SPOJINE

4.2.1 Sladkorji v Kkislem testu in sredici

Sladkorje v kislem testu smo dolocali takoj po fermentaciji, v sredici pa potem, ko smo
kruh ohladili na primerno temperaturo. Rezultati iz preglednice 13 nam kaZzejo, da je
koncentracija maltoze po peki vedno visja v primerjavi z ustreznimi kislimi testi, ne glede
na vrsto uporabljene fermentacije. Koncentracija maltoze lahko znatno naraste v primerjavi
s kislim testom pred peko. Tako velika koliina tega topnega ogljikovega hidrata kaze na
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visoko aktivnost encima amilaze v rzeni moki. Ob dodatku 1,13 mL kvasovk najdemo v
sredici rzenih kislih kruhov poleg maltoze tudi vecje koliCine fruktoze ter saharoze v
primerjavi z rzenimi kislimi testi, medtem ko je vsebnost glukoze v kislem testu vedno
vi§ja kot pa v sredici, ne glede na vrsto uporabljene fermentacije. 1z tega lahko sklepamo,
da so kvasovke bolj dovzetne za fermentacijo saharoze kot MKB ali pa jo fermentirajo

hitreje.

Preglednica 13: Rezultati merjenj vsebnosti razlicnih sladkorjev (g/100g) v Kkislem testu in sredici
rZenega kislega kruha ter rZenega kruha

VSEBNOST SLADKORJEV (mg/100g)

slepi brez dodatka z dodatkom 0,13 mL | z dodatkom 1,13 mL
vzorec kvasne suspenzije | kvasne suspenzije kvasne suspenzije
n 3 6 6 6
X 0,780 14,543 27,064 1,275
fruktoza v
kislem testy |S:0- | 0,222 0,095 1,278 0,095
P / 0,01* 0,04** 0,01*
fruk X 7,766 17,884 0,006 20,573
ruktozav 1750, | 2,169 4,004 0,000 1,283
sredici
P / 0,26 0,39 0,40
X 0,862 89,381 172,688 3,506
glukoza v
Kislem testy |5:0- | 2,355 0,732 0,000 0,557
P / 0,00* 0,05%* 0,00*
X 8,610 9,203 0,003 6,851
glukoza v
sredici S.0. | 2,355 0,732 0,000 0,557
P / 0,83 0,28 0,04**
X 0,000 5,351 0,116 0,041
saharoza v
Kislem testu 1S:0- | 0.000 6,794 0,005 0,016
P / 0,27 0,47 0,06
X 57,416 0,124 1,320 0,195
saharoza v
sredici S.0. | 5,468 0,027 1,527 0,032
P / 0,47 0,28 0,3%*
X 13,456 151,845 341,220 3,638
maltoza v
kislem testy |S:0- | 0,386 13,661 9,207 0,530
P / 0,05%* 0,05%* 0,01*
It X 134,550 570,904 0,173 594,105
maltoza v
sredici S.0. | 3,924 10,697 0,002 70,099
P / 0,01* 0,05%* 0,68

X = povpre¢na vrednost

SO = standardni odklon, deviacija
P = stopnja znacilnosti razlike med kislim testom, kjer kvasovk nismo uporabili, in kislim testom, kjer smo
uporabili razli¢no koli¢ino kvasovk: *P<0,01 in P<0,05 — statisticno znacilno; **P>0,05 — ni statisti¢no

znacilno; a = slepi vzorec vs. kislo testo brez dodatka kvasovk

slepi vzorec = meSanica moke in vode, ki je nismo predhodno fermentirali (razmerje je enako kot pri kislem
testu); rzeni kruh, ki mu nismo dodali kislega testa
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e KISLO TESTO

Na koncu fermentacije kislega testa v bioreaktorju smo izmerili vsebnost sladkorjev v
njem. Ne glede na vrsto fermentacije smo vedno izmerili najvisjo vsebnost maltoze, sledili
sta glukoza ter fruktoza, v zelo majhnih koli¢inah je bila prisotna tudi saharoza (slika 6).

350,000 -
300,000 -------mmmmme oo N
250,000 -
200,000 S e M

150,000 -

¢ (mg/100g)

100,000 -

brez dodatka z dodatkom 0,13 mL z dodatkom 1,13 mL

vrsta fermentacije

M fruktoza glukoza M saharoza W maltoza

Slika 6: Primerjava vsebnosti fruktoze, glukoze, maltoze in saharoze v rZenih Kkislih testih brez
dodatka ter z dodatkom (0,13 mL ter 1,13 mL) suspenzije kvasovk

V kislih testih brez dodatka kvasne suspenzije opazimo vecjo koli¢ina saharoze, fruktoze
in glukoze. Vsebnost zadnjih dveh Se dodatno naraste, ko dodamo fermentacijski mesanici
v bioreaktor 0,13 mL kvasne suspenzije. Iz tega lahko sklepamo o vplivu zakisanja na
delovanje encimov, s katerimi nastajajo fermentabilni ogljikovi hidrati. Nasprotno dodatek
vecje koli¢ine kvasovk (1,13 mL) spremlja mocan upad koncentracije vseh omenjenih
sladkorjev, predvsem maltoze. 1z tega sklepamo na prisotnost ve¢jega Stevila kvasovk, ki
pri¢nejo uporabljati maltozo Sele, ko so koli¢ine glukoze in fruktoze mo¢no zmanjSane.
Vsebnost saharoze je v slepem vzorcu zanemarljiva. V najvecji koliini smo saharozo
izmerili v kislih testih brez dodatka kvasovk. Vsebnost je nato z dodajanjem vse vecje
koli¢ine kvasovk statisticno znacilno upadala. To dejstvo potrjuje prisotnost kvasovk, saj
fermentirajo saharozo veliko hitreje, kot pa MKB porabljajo nastale produkte (Salim-ur-
Rehman in sod., 20006).

e SREDICA RZENEGA KISLEGA KRUHA

Med kon¢nim zamesom in peko se vsebnost fermentabilnih sladkorjev spremeni, kot nam
prikazuje slika 7. Vsebnost maltoze je statisticno znacilno narasla z dodatkom 0,13 mL
kvasovk, najmanj pa smo jo izmerili v slepem vzorcu. Iz tega je viden mocan vpliv kislega
testa na delovanje encimov ter nastanek fermentabilnih ogljikovih hidratov, izmed katerih
se pri¢ne maltoza porabljati Sele, ko so ostali trije prisotni v manj$ih koli¢inah. Nasprotno
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je bila koli¢ina saharoze v slepem vzorcu najvi§ja, njena vsebnost pa je statisticno znacilno
mocno padla v sredicah kislih kruhov brez dodanih kvasovk ter v tistih, ki smo jim dodali
po 1,13 mL kvasne suspenzije. Razlog za padec je najverjetneje posledica hitrejSe
fermentacije saharoze s strani kvasovk. Nespremenjeno koli¢ino saharoze smo izmerili v
kislih testih brez dodatka in ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije. Vsebnost glukoze in
fruktoze je bila nizka ne glede na vrsto fermentacije in se je le malenkost spreminjala. 1z
tega sklepamo, da se vecina kvasovk in MKB, prisotnih v kislem testu, prehranjuje raje z
monosaharidi, maltozo pa uporabi Sele po njihovi porabi.

600,00 ~
500,00 -
400,00 ~
300,00 -
200,00 ~
100,00 ~

0,00 -

¢ (mg/100¢g)

slepi vzorec brez dodatka z dodatkom 0,13 mL. zdodatkom 1,13 mL

vrsta fermentacije
M fruktoza glukoza M saharoza M maltoza

Slika 7: Primerjava vsebnosti fruktoze, glukoze, maltoze in saharoze v sredici rZenih kruhov (slepi
vzorec) in sredici rZenih kislih kruhov brez dodatka ter z dodatkom (0,13 mL ter 1,13 mL) kvasovk

4.2.2 Aromaticne spojine v Kislem testu, sredici in skorji rZenega kruha

e KISLO TESTO

Na nastanek aromati¢nih hlapnih spojin v kislem testu vpliva predvsem aktivno delovanje
MKB in kvasovk (Hansen in Schieberle, 2005). Da bi dolo¢ili koncentracijo aromati¢nih
hlapnih spojin, smo vzorce kislega testa pripravili po opisu iz poglavja 3.2.6.3. S pomocjo
dodanega internega standarda smo preracunali koncentracije ostalih aromati¢nih spojin.
Ker so bile vrednosti hlapnih aromati¢nih spojin na meji detekcije, smo rezultate zavrgli,
saj se fermentacija kislega testa kljub hitri zmrznitvi vzorcev na -70 °C najverjetneje ni
takoj zaustavila. Poleg tega so doloCene aromati¢ne spojine bile med potekom zmrzovanja
in odtaljevanja substrat za prezivele mikroorganizme.

e SREDICA RZENIH KRUHOV IN RZENIH KISLIH KRUHOV

Po peki smo s pomo¢jo GC-MS izmerili koncentracije 23 hlapnih aromati¢nih spojin,
prisotnih v rzenih kislih kruhih. Njihova vsebnost v sredici je dolocena z mikrobno

fermentacijo, medtem ko se aroma skorje razvije pretezno iz termi¢nih reakcij (Hansen in
Hansen, 1996).
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Slika 8: Primerjava vsebnost aromati¢nih hlapnih spojin v rZenem kruhu (slepi vzorec), rZenem kislem
kruhu brez ter z dodatkom kvasovk (0,13 mL in 1,13 mL)

S slike 8 je razvidno, da so ocetna kislina (MKB) in 2- ter 3-metil-1-butanol (kvasovke)
tiste hlapne aromati¢ne spojine, ki se nahajajo v sredici kislih rZenih kruhov v najvecjih
koncentracijah, ne glede na tip fermentacije. Iz tega lahko sklepamo, da MKB in kvasovke
proizvajajo visoke koncentracije aromati¢nih spojin in tako prispevajo k aromi sredice
rzenih kislih test.

Ce kruh, pri katerem smo uporabili kislo testo, primerjamo z navadnim rzenim kruhom, se
statisticno povecajo tako produkti kvasovk, kot so 2-metil-1-propanola, 3-metil-1-butanola,
kot tudi MKB, v tem primeru benzaldehid. Vsebnost etil acetata in predvsem 2-metil-1-
butanola se statistiéno zelo znacilno zmanjSata. To nam pove, da dodatek kislega testa
omejeno vpliva na poveCanje vsebnosti aromati¢nih spojin, saj se koli¢ina vecine
aromaticnih spojin poveca, zmanjSa pa se koncentracija le dveh spojin (etil acetata in
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helsanal). Iz preglednice 14 lahko razberemo, da na vsebnost ostalih desetih spojin dodatek
kislega testa nima vpliva, saj so njihove spremembe statisticno neznacilne.

Dodatek 0,13 mL kvasovk povzroci porast koncentracije kar polovice aromati¢nih hlapnih
spojin. Najbolj statisticno znacilno se poveca 2-metil-1-propanol, medtem ko se vsebnost
2-metil-1-butanola, ocetne kisline in 1-heksanola statisticno poveca. Prvi dve aromati¢ni
spojini sta produkta kvasovk, medtem ko ostali dve proizvajajo MKB. Slednje v
pomanjsani koli¢ini statistiéno znacilno proizvajajo etil acetat, heptanal in benzaldehid,
medtem ko se vsebnost 2-pentil furana statisticno znacilno zniza. Zaradi velike vsebnosti
ocetne kisline pomembno vlogo pripisujemo heterofermentativnim MKB, opazen pa je tudi
porast hlapnih spojin, ki jih proizvedejo kvasovke.

Ob dodatku 1,13 mL kvasne suspenzije pride do statisticno znacilnega povecanja vsebnosti
2-metil-1-propanola, 2-/3-metil-1-butanola in 3-hidroksi-2-butanona. Za naStete spojine
velja, da so tipicni produkti kvasovk. Statisti¢no najbolj znacilno se zmanjSa benzaldehid,
sledita pa mu pentanal in heksanal, ki sodita med spojine, ki jih proizvajajo MKB.

45



46

Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih.

Istvo, 2012

. za Zivi

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd

ici rZenega kruha,

d

ih spojin v sre

icni

hlapnih aromat

i

dodatkom kvasne suspenzije (0,13 mL

rjenih koncentrac

1Zzme

Prikaz
lega kruha brez ter z razl

Preglednica 14

1,13 mL)

mn

i¢nim

ow

is

k

rZenega

Z31q 01537 ofsn rustuud Waseu A) o Qsoupar

(alzuadsns suseay EIEPOP

A OUIURIAIAT BTHonzo oueuzod s aoxiepod e1as eSaua 2 pardaod oupeiuetumadsys ed e aoiepod A01as yaap Yzeiymeluswmadsys eat barmd —

9L ¢L £l T €T WOWEPOpP 2
FL L T ') WOIEPOpP Z
11 2[zuadsns susEAy EXIEPOP Za1q

pa10za 1dags

T £1°] TWOXIEPOp 2

U £ 17 TWOXEPOp 2

alzuadsns suseAY EXIEPOP Z21q

J210ZA 1dafs

OU[LIELZ OUINSTEIE M — (') = d
OU[EUZ OUPUSHEL — C0°0 = dase

a[1DelPUTTE] BUIEISIA PRI ENZEL EUIDBUEZ O[3Z OUDTSTEN — [00°0 = d«

(HA0SEAY TUU € [°[ WOMIEPOP Z W HAOFEAN T € [ TWOIEPOP T HA0SEAN EMIEPOP Za1q “edels) 2 oEjusuusy dn eu opaf sxgzeinsounoeuz efudois — g

++500°0 | «+610°0 | ++8T0°0 Freo 8650 110 ] zooo 820°0 T00°0 1£0°0 T00°0 CEO'D 1000 620°0 uemy [muad-7
++800°0 | +T00°0 | ++0F0°0 8T1°0 | ++820°0 | «+0€0°0 | T10°0 F00°0 F00°0 6Z0°0 £00°0 CE00 7000 0100 AP AUP[EZUR]
£7€°0 FLED | ++900°0 0950 9zLD oreo | 8000 LOD'0 T00°0 £10°0 100°0 910°0 7000 F10°0 Eueiday]
791°0 LLED | +£LTOD 11€0 7E5°0 c9z’0 | LTo0D 6+1°0 700 660°0 F00°D 8Z1°0 LIO0 £60°0 OUESHAY- |
060°0 | ++1T0°D T80 | ==810°0 L560 Lo | Troo LO00 <100 601°0 £00°0 901°0 7000 011D [EUES}RY
++620°0 | ++6F0°0 | «+0F0°0 | ++5T0°0 | ++LT0°0 | «+T00°0 | 0070 FIT1 3LT°0 LE9D 6E0°D TLLD 6E0°0 £9€°0 [0UEINg-[-[IaT-7
++T00°0 | «+8F0°D 90T°0 | ++900°0 | ++110°0 | «+TT0°0 | <870 180°C 11€0 8.1 LFID LBCT €110 0180 [oUEIng- [ {
++LT00 | ++8T10°0 €210 | ++FE0°0 c0F 0 s1e0| ozt 10€0 F00°0 9700 9£0°D £ro0 £00°0 DE0°D UOUEING- T-SHOIPTY- ¢
180°0 | ++120°0 19€°0 | ++LT00 LETD s800 | 1¥0°D £00°0 120°0 311°0 F00°D FOT'0 F00°0 T90°0 [EUEIUR]
£8¢°0 £65°D £ET'D 3¢6°0 9<1°0 zzeo | s100 £70°0 L00°D 910°0 L00°D 8Z0°0 000°0 FI0°0 [EWEING-TOatE-]
01s0 785D 17170 3¢50 £E10 600 | 6100 TI0°0 £00°0 L0070 100°0 §00°0 000°0 300°D [EUEING-Hatl-¢
++0T0°0 | ++8T0°0 | ++TT0°0 | ++070°0 91T°0 | ++5T0°0 | 900 081°0 TE0°0 01T <00°0 [N £00°0 LE0°D Touedozd- [-[matr7
FrED 9ZED | «+1S0°0 0EF'0 | ++ZE0°0 | «sTT0°0 | 990°0 880°0 T00°0 T10°0 100°0 900°0 1000 0E0°D Te1508 3
£L0°0 €<’ C8ED rO1°0 FEC0 960 | rOTD £cz0 £10°0 190°0 910D 0L0°0 FI0°0 TE0D UOPUENG-£'T
++ET0°0 SFI'D | ==FS0°0 7850 0rz 0 s9e0 | ooo'n 893°0 61F D [ 0<TD 130°1 100°0 £LED ELISDY E10200
05 [EETEUE 0s (53/51) 2 05 [EETEUE 05 | (Eysn)» ANICOLS

9 & rd e w 14 W €7 ] WIOMIEPOP Z | W £1°() WIOXIEPOP Z | 2lzusdsns suseAy ENJEPOP ZaIq D210za 1dafs NI

(qmu ¢1°T m T g£1°0) 2hizuadsns ausessy] moxepop

WNUHZET Z 12} Z2.1( EYIIY ESI[STY eESamazI “efniy eSauazl 1Ipats A mlods grysiewmore qrude(y renuaouoy yualiamz zexquJ (¢ enuppaadzey




Krizman K. Vpliv kvasovk na sestavo sekundarnih metabolitov v rzenih kisanih testih.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za zivilstvo, 2012

e SKORJA RZENIH KRUHOV IN RZENIH KISLIH KRUHOV

Aroma skorje se razlikuje od arome sredice, saj je bila podvrzena Se dodatnim
Maillarodvimi reakcijam, ki potekajo le na povrsini hlebcka. S slike 9 lahko razberemo, da
je ne glede na vrsto fermentacije v skorji vsebnost 2-metil-propanala, metil pirazina ter 3-

ey e

rzenih kruhov, iz ¢esar sklepamo, da izvirajo iz procesa peke.

metil pirazin
heksanal
3-metil-1-butanol
3-hidroksi-2-butanon
2,3-pentadion
2-metil-butanal
1-hidroksi-2-propanon
3-metil-butanal
2-metil-1-propanol
etil acetat
3-metil-furan

ocetna kislina

vrsta hlapne spojine

2,3-butandion

2-metil-propanal

furan
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
¢ (g/kg)
Hzl1,13ml 70,13 ml M brez dodatka M slepi vzorec

Slika 9: Primerjava vsebnosti aromati¢nih hlapnih spojin v rZenem kruhu, rZenem kislem kruhu brez
ter z dodatkom kvasovk (0,13 mL in 1,13 mL)

Ob dodatku kislega testa smo opazili povecanje skoraj vseh prisotnih hlapnih aromati¢nih
spojin v primerjavi s kruhom, ki mu kislega testa nismo dodajali. Iz rezultatov iz
preglednice 15 je razvidno, da se statisticno najbolj povecajo vsebnosti 2-metil-propanala
in 3-hidroksi-2-butanona (acetoin). Ti dve spojini sta produkta kvasovk, ki prispevata k
prijetni znacilni aromi skorje. Omembne vredno je Se povecanje ocetne kisline, ki doseze
najvi§jo koncentracijo glede na ostale aromati¢ne spojine, prisotne v sredici rzenega
kislega kruha. Izmerjen rezultat nam potrdi pomembnost heterofermentativnih bakterij, ki s
produkcijo organskih kislin zakisajo testo. Ostale aromatic¢ne spojine se prav tako povecajo
statisticno znacilno.
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Dodatek 0,13 mL kvasovk S. cerevisiae stimulativno vpliva na produkcijo devetih hlapnih
aromaticnih spojin. Nastane ve¢ 3-metil butanala (P>0,01) in 3-metil-1-butanola (P>0,05),
ki sta znacilna produkta kvasovk. Izmerili smo tudi povecane koncentracije ocetne kisline
ter etil acetata (P>0,05), iz ¢esar lahko sklepamo na povecano Stevilo heterofermentativnih
MKB v primerjavi s homofermentativnimi. Statisticno znacilno narasejo tudi vsebnosti 2-
metil-propanala, metil pirazina, 3-metil furana, nastanek katerih pripisujemo termalnim
reakcijam, ki potekajo med peko.

Nasprotno se ob Se ve¢jem dodatku kvasovk (1,13 mL) poveca vsebnost le trem hlapnim
aromatic¢nih spojinam. Statisticno najbolj znacilno je povecanje koncentracije ocetne
kisline, znacilnega produkta heterofermentativnih MKB, medtem ko vsebnost 2,3-
butandiona s strani kvasovk in heksanala kot posledica termi¢nih reakcij narasejo
statistiéno znacilno. Vsebnost vecine ostalih spojin, ki smo jim doloc¢ali koncentracije v
skorji rzenih kislih test, je ob tako visokem dodatku kvasovk ve¢inoma upadla.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

Kislo testo izboljsa okus, teksturo, prehranske lastnosti ter rok trajanja in je prav zaradi teh
lastnosti v zadnjem casu pridobilo na popularnosti (Kulp, 2003). V proizvodnji rzenih
kruhov je za dosego teh lastnosti uporaba kislega testa esencialna. Fermentacija je
osnovana na spontanem fermentacijskem procesu iz MKB in kvasovk, ki so naravno
prisotne v moki (Kozlinski in sod., 2008). Meignen in sod. (2001) so objavili, da kvasovke
proizvedejo visje koncentracije hlapnih spojin kot MKB, zato smo se odlocili, da
ugotovimo, ali lahko z dodatkom kvasovk kislemu testu poveCamo vsebnost Zelenih
hlapnih aromati¢nih spojin v rzenih kislih testih ter predvsem rzenih kislih kruhih.

Namen diplomske naloge je bil prouciti, kako dodatek dveh razli¢nih koli¢in (0,13 mL in
1,13 mL) kvasovk S. cerevisiae vpliva na sestavo in koncentracijo hlapnih aromati¢nih
spojin v spontano kisanih testih ter po opravljeni peki tudi v kon¢nem proizvodu - kruhu. V
anaizo smo vkljucili 21 hlapnih aromati¢nih spojin znacilnih za rZena kisla testa, katerih
koncentracije smo dolocili z uporabo plinskega kromatograma. Opravili smo tudi nekatere
fizikalno-kemijske analize (vrednost pH, poraba NaOH, dolo¢anje fermentabilnih
sladkorjev, merjenje volumna in mase kruha) ter dobili eksperimentalne podatke, na
podlagi katerih lahko sklepamo, zakaj/kako je prislo do nastanka oziroma izgube ter
povecanja oziroma zmanjS$anja razli¢nih hlapnih aromati¢nih spojin ter tako kon¢ne arome
rzenega kislega kruha.

S ciljem ovrednotiti uspesnost nase metode smo med seboj primerjali kisla testa, katerim
smo dodali S. cerevisiae, s tistimi, ki jim kvasovka ni bila dodana. Slednje testo smo
imenovali za kontrolno. Da bi dokazali, kako pomembno je kislo testo za rzene kruhe, smo
pripravili tudi kruh, kateremu kislo testo ni bilo dodano, ter rezultate primerjali z ostalimi
zamesi.

e FERMENTACIJA KISLEGA TESTA

V rzeni moki prisotna avtohtona mikoflora je tista, ki je odgovorna za spontano
fermentacijo kislega testa (De Vuyst in Neysen, 2005). Ker imajo MKB izredno
sposobnost prilagajanja okolju, ni presenecenje, da kljub njihovi nizji vsebnosti v kislem
testu ter prisotnosti kvasovk tekom fermentacije MKB prevladajo. To je lepo razvidno s
slike 5, kjer pH fermentacijske meSanice pade hitreje v testih, katerim kvasa nismo dodali,
oziroma smo ga dodali v zelo majhni koli¢ini, kot pa tistim, katerim smo dodali vecjo
koli¢ino kvasovk. De Vuyst in Neysen (2005) ter Hammes in Génzle (1998) navajata, da
so MKB s poudarkom na heterofermentativnih tiste, ki proizvajajo organske kisline
(mle¢no in ocetno), posledica ¢esar je hitro znizanje pH na Zeleno vrednost, ki v naSem
primeru znaSa ~ 4. To pojasnjuje nase ugotovitve o prevladi MKB v kislih testih brez
oziroma z majhnim dodatkom kvasovk.

Visoka vsebnost maltoze (preglednica 13) v kislih testih je posledica delovanja a-amilaz
(moka, kvasovke), s katerimi je rzena moka zelo bogata, na Skrob. Zasluga, da MKB
prevladujejo v zdruzbi spontano fermentiranih test ter tistih, kjer so bile kvasovke dodane v
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majhni koncetraciji, gre vsekakor njihovemu visoko adaptiranemu metabolizmu na glavni
vir energije - fruktozi in maltozi. Uporaba slednjega je preferencna (De Vuyst in Neysen,
2005; Stolz in sod., 1996). Neubauer in sod. (1994) opisujejo metabolno pot uporabe
maltoze kot konkuren¢no prednost, saj se pri tem glukoza-1-fosfat porablja, nefosforilirana
glukoza pa se spros¢a v okolje, kar tudi pojasni njeno visoko vsebnost v teh kislih testih,
razvidno tudi iz slike 6. Ker se pri tem ATP ne porabi, MKB tako pridobijo na energijski
prednosti. Poleg tega lahko izlocena nefosforilirana glukoza povzroci represijo z glukozo v
ostalih MO, ter jim tako prepreci tekmovanje za maltozo (Gobetti in Corsetti., 1997). Kot
navajajo Van der Meulen in sod. (2007) si energetsko prednost zagotovijo tudi z uporabo
alternativnih akceptorjev elektronov, kot je fruktoza, pri ¢emer poleg acetata nastaja tudi
ATP. Povecane vsebnosti fruktoze v testih brez ali z malo dodanih kvasovk se ujemajo z
rezultati raziskave, ki jo je opravil Saeed (2009). Ta ugotavlja, da se vsebnost fruktoze
poveca predvsem zaradi metabolizma MKB, ki v teh testih prevladujejo, k cemur bolj
pripomorejo heterofermentativne kot pa homofermentativne MKB.

Kot smo predhodno omenili, prevlade MKB nismo opazili zgolj v kislih testih brez
dodatka kvasovk, ampak tudi v tistih, katerim smo dodajali po 0,13 mL le-teh. Zelena
vrednost pH je bila v slednjem primeru doseZena v Se krajsSem casu (~19,5 ur) kot pri
kontrolni fermentaciji (~22,5 ur), kar je razvidno s slike 5. Iz tega sklepamo, da so
kvasovke ugodno delovale na MKB, zaradi Cesar so slednje hitreje tvorile organske kisline,
posledi¢no pa je bil hitrejsi tudi padec vrednosti pH. Gobetti in sod. (1994) ter Berg in sod.
(1981) so prav tako ugotovili, da se je ob dodatku S. cerevisiae izboljsal metabolizem
MKB, kar so razlozili z vidika zagotavljanja ustreznih rastnih faktorjev, predvsem
specificnih aminokislin in peptidov, s strani kvasovk. Gobetti in Corseti (1997) sta kot
primer izpostavila stimulacijo rasti Lb. sanfranciscensis in Lb. plantarum s povecano
dostopnostjo specificnih amino kislin in peptidov, ki jih izlo¢ajo kvasovke kot sta S.
cerevisiae in S. exiguus.

S slike 5 je razvidno, da ima najvecji vpliv dodatek 1,13 mL kvasovk, ki zatre delovanje
spontane mikroflore iz surovin. V tem primeru je vrednost pH padala veliko pocasneje, saj
smo zeleno vrednost dosegli Sele po ~1790 min, kar smo pripisali zmanjSanemu
metabolizmu MKB ter pove¢anemu kvasnemu metabolizmu. De Vuyst in Neysen (2005)
navajata, da mikrofloro kislega testa obiCajno sestavlja stabilna asociacija kvasovk ter
MKB. Najpogosteje so to maltoza pozitivni sevi MKB in maltoza negativne kvasovke. V
primeru dodatka vecje koli¢ine S. cerevisiae se ravnotezje poru$i, saj je ta maltoza
pozitivna. Ob njeni prisotnosti torej pride do padca metabolizma MKB, saj kvasovke
hitreje porabljajo maltozo in predvsem glukozo ter tako zmanjSajo dostopnost glukoze
MKB kot je Lb. sanfranciscensis. S tem, ko je rast slednjih upocasnjena, se zmanjsa tudi
produkcija kislin, zaradi ¢esa vrednost pH pada pocasneje (Martinez-Anaya, 2003). Nase
domneve potrdijo meritve prikazane v preglednici 13, ki kaZejo zelo znizano koncentracijo
glukoze in maltoze v kon¢nem kislem testu.

Kljub temu, da ve¢ino Casa fermentacije prevladujejo kvasovke, pricne vrednost pH ob
dodatku 1,13 mL kvasovk proti koncu fermentacije upadati hitreje. Sklepamo, da se je
metabolizem MKB v primerjavi s S. cerevisiae znova povecal. Stolz in sod. (1995)
ugotavljajo, da je izginjanje S. cerevisiae lahko povezano z represijo genov vkljucenih v
fermentacijo maltoze, kar povzroc€i hitro izginjanje saharoze. To je opazno Se posebej, ko
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je ta v asociaciji z Lb. brevis (Meignen s sod., 2001). Poleg tega Salim-ur-Rehman (2006)
navaja, da so nekateri sevi S. cerevisiae veliko bolj obcutljivi na proizvedeno ocetno
kislino s strani MKB, predvsem pri pH 4,0 - 4,5 vrednostih, ki so ugodne za nedisocirano
lipofilno ter membransko difuzijsko obliko organskih kislin. Na nizek pH so veliko bolj
odporne MKB. Slednje so razvile veliko mehanizmov, s katerimi lahko ublazijo kislinski
stres. Med njimi je zelo razSirjena ADI metabolna pot, ki jim poleg energetske prednosti
daje tudi zascito pred kislinskim stresom (Van Hylckama in Hugenholtz, 2007). Poleg
vsega naStetega k ponovni prevladi pripomore tudi sposobnost fermentacije pentoz
(ksiloza, arabinoza) s strani nekaterih MKB. De Vuyst in Neysen (2005) omenjata
predvsem Lb. sanfranciscensis, Lb. alimentarius in Lb. plantarum, ki jim sposobnost
fermentiranja Sirokega spektra ogljikovih hidratov lahko zmanj$a metabolno tekmovanje s
kvasovkami.

Slika 7 prikazuje koli¢ino sladkorjev v sredici kruha, iz katere je razvidna visoka vsebnost
maltoze. Rocken in Voysey (1995) navajata, da je proteoliticna aktivnost rzene moke
mocnejSa v primerjavi s pSenicno in zato le redko pride do njene porabe. Ob dodatku
kvasovk se njena vsebnost Se poveca, saj jo te pri¢nejo porabljati Sele, ko se koli¢ina
glukoze in fruktoze zmanjSa. Nasprotno pa se kolil¢ina saharoze zmanjsa glede na koli¢ino
dodane kvasovke. To lahko pripisujemo hidrolizi saharoze s kvasno invertazo v glukozo in
fruktozo. To so potrdili tudi Salim-ur-Rehman in sod. (2006), ki so ugotovili, da hidroliza
saharoze v zdruzbi Lb. plantatum, S. cerevisiae in S. exiguus poteka 200x hitreje kot pa so
fermentirani dobljeni monosaharidi, kar se ujema z naSimi rezultati iz razpredelnice 15.

e VOLUMEN KISLEGA TESTA IN VREDNOST pH SREDICE RZENIH
KRUHOV

Iz rezultatov v razpredelnici 11 je razvidno, da sam dodatek kislega testa ne poveca
volumna rzenih kislih kruhov. Do podobne ugotovitve so prisli tudi Barber in sod. (1992),
medtem ko Katina (2005) nasprotno opisuje njegov pozitivni ucinek in povecanje
volumna. Na to naj bi vplivali stopnja zakisanja ter vrste uporabljenih mikroorganizmov
(Sadeghi in sod., 2007).

Sadeghi in sod. (2007) navajajo stopnjo zakisanja kislega testa kot pomemben faktor, ki
vpliva na volumen. Slednja je bila v naSem primeru pri vseh treh vrstah fermentacije
regulirana na pH ~ 4. Ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije v kislo testo se je volumen
rzenega kislega kruha zanemarljivo povecal v primerjavi s kislim testom, ki mu kvasovk
nismo dodali. Tako pripisujemo prevladi MKB, kar potrjuje tudi pH-krivulja, prikazana na
sliki 5. Kar 44 % vecji hlebéek pa smo dobili ob uporabi 1,13 mL kvasne suspenzije, kar je
posledica poveCane aktivnosti kvasovk. Sadeghi in sod. (2007) so zapisali, da
homofermentativne MKB povecajo metabolno aktivnost kvasovk, ki zaradi tega dajejo
hleb¢ke z ve¢jim volumnom. S. cerevisiae lahko zato v druzbi Lb. sanfranciscensis
proizvede vecje koli¢ine ogljikovega dioksida v celo za tretjino krajSem c¢asu, kot bi ga
potreboval sicer.

S primerjavo rezultatov, prikazanih na sliki 5 in v preglednici 11, smo ugotovili, da
dodatek 1,13 mL kvasne suspenzije pozitivno vpliva na volumen ustreznih kislih rzenih
kruhov kljub temu, da so ob koncu fermentacije tako pripravljenih kislih test bile MKB
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bolj aktivne kot pa kvasovke. Ceprav so kvasovke prevladovale vegji del fermentacije,
oc¢iten padec pH-krivulje (prikazan na sliki 5) kaze na njihovo zmanjSano delovanje in
prevlado MKB. 1z tega sklepamo, da kvasovke niso odmrle, ampak so najverjetneje v fazi
prilagajanja. Vzrok za to lahko pripiSemo tudi zelo zmanjSani vsebnosti sladkorjev v
taksnih kislih testih (slika 6). Ob zamesu kruha s svezo moko in tako pripravljenimi kislimi
testi dobijo kvasovke ponovno dovolj hranila, da se namnozijo in ponovno prevladajo.

Ustrezno z niZjo vrednostjo pH, smo izmerili vi§je vrednost TTA rZenih kislih test, kot
prikazuje preglednica 11. Katina in sod. (2007) so ugotovili, da so vrednosti TTA visje pri
rzenih kislih testih kot pa pri pSeni¢nih, saj imajo ta vi§jo puferno kapaciteto. Slednjo
sposobnost jim pripisujejo zaradi ve¢jo vsebnostji mineralov.

e HLAPNE AROMATICNE SPOJINE V RZENIH KISLIH KRUHIH

Po koncani peki rZenih kislih kruhov smo s pomocjo GC-MC izmerili koncentracije
hlapnih aromati¢nih spojin prisotnih v sredici in skorji rzenih kruhov ter kislih rzenih
kruhov brez ter z razli¢nimi dodatki kvasovke S. cerevisiae.

Iz dobljenih rezultatov smo potrdili tezo Thiele in sod. (2002), ki so ugotovili, da je kislo
testo ter iz njega pripravljen kruh veliko bolj aromati¢no kot pa v primeru, da tega ne bi
uporabili. Prav tako je razvidno, da ob uporabi kislega testa najvecje spremembe nastanejo
pri aromati¢ni sestavi skorje, kjer se poveca vsebnost dvanajstih od skupno petnajstih
aromaticnih spojin, katerih koncentracije smo dolocali. Do manj$ih sprememb pride tudi v
notranjosti rzenih kislih hlebckov, kjer naraste vsebnost treh spojin, koncentracija vecine
ostalih pa ostane nespremenjena v primerjavi z rzenimi kruhi brez dodatka kislega testa. V
sredici k povecani aromi prispevajo predvsem kvasovke z 2-metil-1-propanolom in 3-
metil-1-butanolom ter v manjs$i meri MKB z benzaldehidom. Nasprotno pa se v skorji zelo
poveca vsebnost ocetne kisline, ki tako doseze najvisjo vrednost v primerjavi z ostalimi
prisotnimi aromati¢nimi spojinami. Slednja skupaj z poveanim nastankom etil acetata
kaze na prisotnosti heterofermentativnih MKB in s tem padec vrednosti pH, kar povzroci
zakisanja testa ter mu daje kiselkast okus (slika 5). Homofermentativne MKB so skupaj z
kvasovkami odgovorne za povecanje koncentracije 2,3-butandiona ter prekurzorja 3-
hidroksi-2-butanona, ki prispevata skorji masleno noto. Prav tako se poveca koncentracija
spojin, ki se tvorijo med peko. Predvsem izstopa 2-metil-propanal (slad), sledijo pa mu
furan, 2,3-pentadion, heksanal in metil pirazin. Za slednjega Bianchi in sod. (2008)
navajajo, da daje pomembno/znacilno aromo po pefenem skorji rzenih kislih kruhov.
Kvasovke pa v ve¢ji meri prispevajo k njegovi aromi Se z 2-metil butanalom, za katerega
je znacilna aroma po sladu.

Kirchhoff in Schieberle (2001) sta ugotovila, da k celostni aromi sredice rZenega kislega
kruha najbolj prispevajo 2,3-butandion (po maslu), heksanal (po travi), 3-metilbutanal (po
sladu), vanilin (po vaniliji), fenilacetaldehid (po medu), metional (po kuhanem krompirju),
(E)-2-nonenal (po travi, po mascobah), (E,E)-2,4-dekadienal (po mascobi, po vosku), 3-
hidroksi-4,5-dimetil-2(5H)-furanon (po zafimbah) ter 2-/3-metilbutanojska kislina (po
sladkem). Prisotnost prvih treh spojin smo ugotovili tudi pri sredicah nasSih kruhov. Kot
navajata Hansen in Schieberle (2005) slednje prispevajo Ze k aromi rzene moke. Nase
meritve so pokazale, da sta spojini z najvi§jo koncentracijo v sredici 2- in 3-metil-1-
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propanol, nastanek katerth  je odvisen od metabolizma kvasovk. V podobnih
koncentracijah se prav tako nahaja tudi ocetna kislina nastala z MKB, posledica Cesar je
tudi padec vrednosti pH ~4. Najvisjo vsebnost slednje spojine smo dolo¢ili tudi v skorji
rzenih kislih kruhov, kjer se v velikih koli¢inah nahajata tudi 2-metil-propanal (po sladu) in
3-metil-1-butanol (po sladu) kot znacilna produkta kvasovk. V podobnih koncentracijah
smo zaznali tudi metil pirazin ter 3-metil furan, ki za razliko od ostalih nastajata z
termalnimi reakcijami povzrocenimi s peko. Cho in Peterson (2010) sta kot glavne
aromaticne spojine skorje rzenih kislih kruhov navedla, 3-metil-butanal, (E)-2-nonenal,
2,6-dimetil-3-etil-pirazin, metional in 2,3-butandion.

Na podlagi podatkov zapisanih v preglednicah 16 in 17 smo ugotovili, da Ze minimalen
dodatek kvasne suspenzije v kislo testo vpliva na spremembo koncentracije aromatic¢nih
hlapnih spojin v primerjavi s kruhi, katerim kvasovk nismo dodali. Koncentracije 2-metil-
1-propanola, 3-metil-1-butanola ter ocetne kisline se povecajo tako v sredici kot tudi v
skorji takih rzenih kislih kruhov, kar je ugotovil tudi Damiani in sod. (1996). Hansen in
Schieberle (2005) sta dokazala, da se z dodatkom S. cerevisiae poveca vsebnost alkoholov,
estrov in nekaterih karbonilov, zaradi ¢esar dobimo bolj aromati¢ni kruh. Poleg navedenih
ugotavljata Se poviSane vrednosti etil acetata, ki smo ga pri nas zaznali le v skorji. Tu smo
poleg tega dolocCili Se poveCane vsebnosti 3-metil butanala, ki daje aromo po sladu. Z
aktivnostjo MKB pa se je v sredici poviSala vsebnost 1-heksanola. PoviSana vsebnost etil
acetata in ocetne kisline nam ponovno potrdi nas sklep o poveCanem Stevilu
heterofermentativnih MKB. Vsebnost slednjih vpliva tudi na hiter padec vrednosti pH, kot
prikazuje slika 5. Kot rezultat peke se povecajo tudi vsebnosti 2-metil-propanala, metil
pirazina in 3-metil furana, katerih nastanek je pogojen s termi¢nimi reakcijami v skorji.

Ce so ob dodatku manjse koli¢ine kvasa narasle predvsem aromati¢ne spojine v skorji pa
ob dodatku 1,13 mL kvasa narasejo predvsem tiste v sredici. Slednje so znacilne predvsem
za metabolizem kvasovk, med katere Stejemo 2-metil-1-propanol, 2-/3-metil-1-butanol in
3-hidroksi-2-butanon. Vsebnost MKB pa se zmanjsa in s tem tudi vsebnost produktov kot
je benzaldehid, sledita pa mu pentanal in heksanal. Vsebnost 2,3-butandiona narase tako v
sredici kot tudi v skorji, v slednji pa poleg te spojine narase le e vsebnost heksanala, kar je
posledica termi¢nih reakcij. Koli¢ina vecine ostalih spojin je ob tako visokem dodatku
kvasovk ve¢inoma upadla. Thiele in sod. (2002) so ta pojav razlozi z dejstvom, da zaradi
visokega povprasevanja po aminokislinah s strani metabolizma kvasovk pride do slabe
akumulacije teh ter tako pomanjs$ane tvorbe aromatic¢nih spojin, ki se tvorijo med peko.

Glede na dobljene rezultate in ugotovitve smo sklepali, da mora biti optimalen rzen kruh iz
kislega testa z vidika arome zmerno zakisan. Pomemben parameter pri tem je tudi
optimalna sestava hlapnih spojin tako v sredici kot tudi skorji rzenih kislih kruhov. Ker je
ob dodatku 0,13 mL suspenzije kvasovk S. cerevisiae koli¢ina (Zelenih) aromati¢nih
hlapnih spojin vi§ja v primerjavi z dodatkom 1,13 mL smo se slednjega izbrali kot
optimalen dodatek kvasne suspenzije. Pri omenjeni koli¢ini 0, 13 mL se povecajo
predvsem spojine, ki dajejo kruhu slajso aromo, med peko nastajajo tudi spojine, ki so
pomembne za noto po pecenju. Teza, da dodatek kvasovk vpliva na povecanje 2,3-
butandiona se je izkazala za resni¢no predvsem za njegov nastanek v skorji ne glede na
koli¢ino dodane kvasne suspenzije. Medtem ko se je njegova vsebnost povecala v sredici le
v testu, kateremu smo dodali 1,13 mL kvasovk. V slednjih okolis¢inah se je povecala tudi
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koncentracija 3-hidroksi-2-butanona, ki je prekurzor 2,3-metilbutanona. Za kupce je
pomemben podatek tudi volumen hleb&ka rzenega kislega kruha. Ceprav je bil
najustreznejSi volumen dosezen pri uporabi 1,13 mL kvasne suspenzije, pa aromati¢na
sestava kruha v tem primeru ni bila tako bogata. Tako volumen kot tudi masa sta pri
manjSem dodatku kvasa bila sicer nizja a kljub temu Se vedno zadovoljiva in visja kot pri
kruhih brez dodatka.

Potrdili smo hipotezo, da dodatek kvasovk S. cerevisiae vpliva tako na sestavo kot tudi
koncentracijo hlapnih aromati¢nih snovi. Prav tako smo potrdili hipotezo, da njihov
dodatek v koli¢ini 1,13 mL vpliva na povecanje vsebnosti spojine 2,3-metilbutanol tako v
sredici kot tudi skorji kon¢nega izdelka. Medtem pa ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije
slednja narase le v sredici.

Zelja po doseganju &m bolj aromati¢nih kislih rzenih kruhov vodi do iskanja novih
moznosti, osnovanih na dosedanjih raziskavah. Iz podatkov, dobljenih v tem diplomskem
delu sklepamo, da bi lahko v nadaljnih raziskavah preucili predvsem uporabo dodatka
vedje koligine kvasne suspenzije (1,13 mL) v kislo testo. Ceprav smo ob uporabi manjse
koli¢ine (0,13 mL) le-te dobili bolj aromati¢ne kisle rzene kruhe, je bila sredica slednjih
veliko bolj zakisana kot pa ob dodatku vecje koli¢ine. Uporaba vecjega deleza kislega
testa, ki smo mu dodali 0,13 mL kvasne suspenzije, bi tako najverjetneje dala kruhe z
mocno zakisano sredico, kar pa bi bilo s senzori¢nega vidika kupcev slabse sprejeto.
Nasprotno bi uporaba vecje kolicine kislega testa, zakisanega z dodatkom 1,13 mL kvasne
suspenzije, dala kruhe z manj zakisano sredico, ki bi najverjetneje bila Se vedno
sprejemljiva. Prav tako pa bi tak kruh vseboval tudi vecjo koli¢ino hlapnih aromati¢nih
spojin.

5.2 SKLEPI

Na osnovni opravljenih analiz, dobljenih rezultatov in razprave lahko sklepamo:

e Dodatek razliéne koli¢ine kvasne suspenzije S. cerevisiae vpliva na hitrost nastanka
organskih kislin (mle¢ne in ocetne) z MKB, in sicer dodatek 0,13 mL kvasovk
pospesi, medtem ko dodatek 1,13 mL upocasni nastanek kislin v kislih testih in s
tem padec vrednosti pH v primerjavi s tistimi kislimi testi, ki jim kvasovk nismo
dodali.

e Dodatek razli¢ne koli¢ine kvasne suspenzije vpliva na kon¢no vrednost pH sredice
rzenih kislih kruhov, in sicer dodatek 0,13 mL kvasovk statisticno zelo znacilno
zniza, medtem ko dodatek 1,13 mL kvasovk statisti¢no znacilno zvisa vrednost pH
sredice rzenega kislega testa v primerjavi s tistimi kislimi testi testi, ki jim kvasovk
nismo dodali.

e Volumen rZenih kislih kruhov je odvisen od koli¢ine dodane suspenzije kvasovk.
Ta se statisti¢no zelo znacilno poveca le ob dodatku 1,13 mL kvasne suspenzije,
medtem ko manjsi dodatek kvasne suspenzije (0,13 mL) statisticno znacilno nima
vpliva.
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e Dodatek razlicne koli¢ine kvasne suspenzije vpliva tudi na koli¢ino sladkorjev v
kislem testu. Ob dodatku 0,13 mL kvasovk se v kislih testih poveca vsebnost
maltoze, glukoze in fruktoze medtem, ko njihova vsebnost ob dodatku 1,13 mL
pade v primerjavi s tistimi kislimi testi, ki jim kvasovk nismo dodali.

e Na vsebnost sladkorjev v rzenih kislih kruhih vpliva predvsem dodatek 1,13 mL
kvasne suspenzije pri ¢emer se vsebnost saharoze poveca, vsebnost glukoze pa
zmanjSa v primerjavi z kruhi katerim kislo testo ni bilo dodano. Ob dodatku 0,13
mL kvasovk se spremeni le vsebnost maltoze, ki se zmanjsa.

e Dodatek razliéne koli¢ine kvasne suspenzije S. cerevisiae vpliva na sestavo in
koli¢ino hlapnih aromati¢nih spojin, nastalih med fermentacijo in peko.

e Dodatek 0,13 mL kvasne suspenzije poveca sestavo in koli¢ino nekaterih hlapnih
aromaticnih spojin predvsem v skorji kislih rzenih kruhov v primerjavi s tistimi, ki
jim kvasa nismo dodali. Ob dodatku 1,13 mL kvasne suspenzije se sestava in
vsebnost nekaterih hlapnih aromati¢nih spojin v skorji prav tako poveca, vendar v
veliko manjsi meri, saj vsebnost vecine ostane nespremenjena.

e Dodatek 0,13 mL kvasne suspenzije poveca sestavo in koli¢ino nekaterih hlapnih
aromaticnih spojin tudi v sredici rZenih kislih kruhov. Podoben ucinek ima tudi
dodatek 1,13 mL kvasne suspenzije.

e Optimalen dodatek kvasne suspenzije je 0,13 mL in vodi do nastanka vecje koliine
hlapnih snovi predvsem v skorji, ki naredijo rzene kisle kruhe bolj aromati¢ne ter
posledi¢no tudi kvalitetnejSe.

e V sredici rZenih kislih kruhov, ki smo jim dodali 0,13 mL kvasovk, se statisticno
zelo znacilno povecajo koncentracije 2-metil-1-propanola, medtem ko se vsebnost
metil-1-butanola, 2,3-butandiona, ocetne kisline in 1-heksanola poveca statisticno
znacilno. Nasprotno se vsebnost etil acetata, heptanala, benzaldehida ter 2-pentil
furana statisti¢no znac¢ilno zmanjsajo.

e V skorji rZenih kislih kruhov, ki smo jim dodali 0,13 mL kvasovk, se statisticno
znacilno povecajo koncentracije 3-metil butanala, 1-hidroksi-2-propanona, 3-metil-
1-butanola, 2,3-butandiona, 2-metil-propanala, ocetne kisline, metil pirazina, 3-
metil furana in etil acetata.

e Dodatek razlicnih koli¢in kvasne suspenzije vpliva na koncentracijo 2,3-
butandiona, in sicer se ob dodatku 0,13 mL kvasne suspenzije statisti¢no znacilno
povisa tako v sredici kot tudi v skorji, ob dodatku 1,13 mL kvasovk pa le v skorji.
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6 POVZETEK

Zaradi vedno vecjega povpraSevanja sodobnih potrosnikov po naravnih, okusnih ter
aromati¢nih kruhih se kislo testo ponovno vraca v uporabo. Aroma je ena najbolj cenjenih
senzoric¢nih lastnosti kruha. Pomembne so tako hlapne kot tudi nehlapne spojine, vendar ne
moremo nobene izmed njih obravnavati posamezno kot glavno komponento arome kruhov,
saj delujejo sinergisticno. Pri tem so odloc¢ilna njihova relativna razmerja, ki se lahko
spremenijo s prisotnostjo drugih snovi v kruhu. Hkrati pa prisotnost dolo¢ene spojine Se ne
pomeni, da bo pri aromi tudi sodelovala. Aromati¢ne spojine morajo presegati njihov
specifi¢ni prag zaznave vonja ali okusa.

Fermentacija kislega testa je tradicionalni proces, ki je sprva sluzil predvsem nastanku CO;
in s tem vzhajanju. Danes se uporablja predvsem zaradi izboljSanja strukture testa in
podaljsanja roka trajanja, poleg tega pa prispeva tudi k izrazitim organolepti¢nim
lastnostim v kon¢nem proizvodu — kruhu. S pomocjo proteaz se med procesom
fermentacije osvobodijo AK, ki sluzijo kot prekurzorji. Z metabolno aktivnostjo
mikroorganizmov se pretvorijo v aromati¢ne spojine, ki lahko nastanejo tudi s termic¢nimi
reakcijami med peko. Poleg tega na okus in aromo kruhov vplivata tudi mle¢na in ocetna
kislina.

Kislo testo smo pripravili iz meSanice rZene in pSeni¢ne moke ter vode, ki smo ji dodali
razlicne znane koncentracije (0,13 ml in 1,13 ml) suspenzije kvasovk. Zmes smo
fermentirali v bioreaktorju pri temperaturi 30+2 °C do pH ~ 4. Del tako pripravljenega
kislega testa smo uporabili v glavnem zamesu, iz katerega smo spekli rzeni kisli kruh.
Dobljene rezultate analiz smo primerjali z analizami kislih test in kruhov brez dodatka
kvasne suspenzije ter s slepim vzorcem (direkten zames).

Namen diplomskega dela je bilo razumevanje nastanka aromati¢nih spojin ter njihov vpliv
na aromo v kon¢nem izdelku — kruhu. Primerjali smo sestavo in koli¢ino hlapnih spojin v
rzenih kislih testih ter ustreznih rzenih kislih kruhih, Se posebno pozornost pa smo
namenili 2,3-butandionu (diacetilu). S fizikalno-kemijskimi analizami smo dolo¢ili
vsebnost aromati¢nih spojin, vsebnost sladkorjev, pH-vrednost, TTA-vrednost, volumen in
maso.

Vrednost zgornjih parametrov se spreminja glede na koli¢ino dodane kvasne suspenzije.
Dodatek 0,13 mL kvasovk pospesi, medtem ko dodatek 1,13 mL upocasni nastanek kislin
v rzenih kislih testih in s tem povzroci padec vrednosti pH v primerjavi s tistimi, ki jim
kvasovk nismo dodali. To je razvidno predvsem v sredicah rzenih kislih kruhov.

Povecanje volumna in mase rzenih kislih kruhov kot posledice delovanja kvasovk in
homofermentativnih MKB smo dosegli Sele, ko smo kislemu testu dodali 1,13 mL kvasovk
S.cerevisiae. Dobili smo kar 44 % vecje hlebcke. Iz dobljenih vrednosti smo izracunali
specifi¢en volumen rzenih kislih kruhov.

Na koli¢ino sladkorjev v kislem testu vpliva dodatek razlicnih koncentracij kvasovk.
Vsebnost maltoze, glukoze in fruktoze se poveca ob dodatku 0,13 ml kvasovk, medtem ko
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njihova vsebnost ob dodatku 1,13 ml pade v primerjavi s tistimi testi, ki jim kvasovk nismo
dodali. Dodatek vpliva tudi na vsebnost sladkorjev v rzenih kislih kruhih. Ko dodamo 1,13
ml kvasne suspenzije, se vsebnost saharoze poveca, vsebnost glukoze pa zniza. Ob dodatku
0,13 ml kvasovk se zniza le vsebnost maltoze.

Dodatek kislega testa vpliva na koli¢ino in na sestavo hlapnih aromati¢nih spojin v rZenih
kislih testih in ustreznih rzenih kislih kruhih v primerjavi s tistimi, ki jim kislega testa
nismo dodali. Ob dodatku kvasne suspenzije smo opazili povefanje koli¢in enih in
zmanjsanje drugih. Optimalen dodatek kvasne suspenzije je 0,13 ml in vodi do nastanka
vecje koli¢ine hlapnih spojin, predvsem v skorji. Med hlapne spojine uvr§¢amo 3-metil
butanal, 1-hidroksi-2-propanon, 3-metil-1-butanol, 2,3-butandion, 2-metil-propanal, ocetno
kislino, metil pirazin, 3-metil furan in etil acetat. Nekatere hlapne aromati¢ne spojine se
povecajo tudi v sredici. Te so predvsem 2-metil-1-propanol, metil-1-butanol, 2,3-
butandion, ocetna kislina in 1-heksanol. Nastale aromati¢ne spojine so produkti kvasovk in
MKB.

Dodatek razli¢nih koli¢in kvasne suspenzije vpliva na koncentracijo 2,3-butandiona. Ob
dodatku 0,13 ml kvasovk se poviSa v sredici in v skorji, ob dodatku 1,13 ml kvasovk pa le
v skorji.

Ugotovili smo, da dodatek 0,13 mL kvasne suspenzije pozitivno vpliva na kakovost rZzenih
kislih kruhov tako z vidika sestave in vsebnosti hlapnih aromati¢nih spojin v rZenih kislih
kruhih kot tudi z vidika zadovoljivega volumna. Kljub temu da ob dodatku 1,13 mL kvasne
suspenzije v kislo testo ne dobimo tako aromati¢nih konénih izdelkov, se uporaba
slednjega odraza s hlebcki povecanega volumna, predvsem pa z manj zakisano sredico.
Prav ta lastnost kaze na dodatne moznosti uporabe dodatka 1,13 mL kvasne suspenzije v
kislem testu. Predvsem z uporabo vecje koli¢ine kislega testa v konénem zamesu bi
najverjetneje dobili bolj aromati¢ne rZene kisle kruhe z velikim volumnom in ne prevec
zakisano sredico.
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