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Exopolysacharidy produkované baktériami mliecneho kysnutia

SONA JAMRICHOVA

SUHRN. Baktérie mlie¢neho kysnutia sa vyznacujui rozmanitymi funkénymi vlastnostami,
ktoré sa podielaju na tvorbe optimdlnych kvalitativnych vlastnosti fermentovanych mliec-
nych vyrobkov a riadenf technologickych procesov. Jednou z nich je produkcia exopoly-
sacharidov. Cldnok sumarizuje sucasné ddta o klasifikdcii, chemickom zloZenf a Struktuire
exopolysacharidov, metodoldgii izoldcie a kvantifikdcie, produkcii exopolysacharidov
niektorymi baktériami mlie¢neho kysnutia a funkénymi a technologickymi vlastnostami
exopolysacharidov.

KLUCOVE sLOVA: baktérie mliecneho kysnutia; exopolysacharidy; Struktira; izoldcia;
produkcia

Kvalitu fermentovanych mlie¢nych vyrobkov, vratane jogurtov, deter-
minuju mnohé technologické faktory. Medzi najddleZitejSie technologické
faktory patria mikroorganizmy tvoriace Startovacie kultury. Pri vyrobe fer-
mentovanych mlie¢nych vyrobkov sa véacSinou aplikuju mezofilné a termo-
filné baktérie mliecneho kysnutia, ako su napr. Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lacto-
coccus lactis a Lactobacillus casei. NajdolezitejSie kritérid vyberu Starto-
vacich kultdr su acidifikacia, aroma, chuf, stabilita a textura. V sucasnosti
sa zvySuje zdujem o baktérie produkujuice exopolysacharidy (EPS). Baktérie
mlie¢neho kysnutia syntetizuji mnohé exopolysacharidy rozneho zloZenia,
velkosti a Struktiry vykazujice zaujimavé funkéné a technologické vlastnos-
ti, ktoré sa mozu vyuZit pri optimalizdcii technologickych procesov a vyvoji
novych potravin so zlepSenymi reologickymi vlastnostami. Napriek tomu, Ze
produkcia exopolysacharidov je nizka, asto nestabilnd a metddy izolécie su
velmi zlozZité, vedecké poznatky o mikrobiologickych, biochemickych a tech-
nologickych aspektoch heteropolysacharidov baktérii mlie¢neho kysnutia su
publikované. Cielom prehladu je poskytnit informécie najma o klasifik4cii,
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chemickom zloZeni a Strukture exopolysacharidov, ich produkcii niektory-
mi druhmi baktérif, metodoldgii izoldcie a kvantifikdcie, fermentacnych
podmienkach, reologickych vlastnostiach a novych pristupoch pri skimani
exopolysacharidov.

1. Klasifikacia, chemické zlozenie
a Struktira exopolysacharidov

Baktérie syntetizuji mnozstvo polysacharidov, ktoré si definované podla
ich lokalizacie k bunke. Niektoré su intraceluldrne umiestnené v cytosole
a vyuzivaju sa ako zdroj energie, iné su sucastou stien bunky. Tretia skupina
je lokalizovand na vonkajSej strane bunkovych stien a moze vytvarat poly-
sacharidy asociované na povrchu bunky vo forme kapstl, alebo ich extra-
celuldrne vylucovat vo forme slizu do prostredia mimo bunky. RozliSenie
tychto dvoch foriem je velmi zlozité€. Oznacenie exopolysacharidy sa pou-
Ziva pre vSetky formy bakteridlnych polysacharidov, ktoré sa nachddzaju
mimo bakteridlnej bunky [1, 2]. Exopolysacharidy baktérii mlie¢neho
kysnutia mézu byt zlozené z jedného druhu sacharidového monoméru
(homopolysacharidy) alebo z niekolkych typov monomérov (heteropolysa-
charidy). Zndmym prikladom homopolysacharidov su dextrany produko-
vané Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides. Heteropolysacharidy
produkujui mezofilné (Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis
subsp. cremoris, Lactobacillus casei a iné) a termofilné (Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus
a Streptococcus thermophilus) baktérie mlie¢neho kysnutia [3].

Skumanie chemického zloZenia exopolysacharidov produkovanych bak-
tériami mliecneho kysnutia vyustilo do ustdlenia ndzoru, Ze exopolysacha-
ridy su polysacharidy zlozené z linedrnych alebo rozvetvenych opakujucich
sa jednotiek, obsahujucich o- a B-vizby [2]. Vzhladom na moZné vizby
a konfigurdcie existuju exopolysacharidy s roznou Struktdrou a vlastnosta-
mi. Napriek tomu, Ze baktérie mlie¢neho kysnutia vylu¢uji mnozstvo
rozmanitych typov exopolysacharidov, ich monomérové zlozenie je velmi
podobné; takmer vzdy su pritomné D-galaktoza, D-glukdza a L-ramnoza,
ale v roznych pomeroch [2-13]. Okrem tychto monosacharidov sa zistili aj
iné rezidua, N-acetyl-glukozoamin, fosfaty, glycerolové a acetylové skupiny.
Diferencie v zloZeni exopolysacharidov vysvetluji DE VUYST a DEGEEST
[3] zlozitostou izoldcie a purifikdcie, najmé ak sa na fermentdciu pouziju
zlozené médid, ako aj tym, Ze jeden kmen modze vylucovat viac ako jeden
polysacharid. Relativha molekulovd hmotnost exopolysacharidov je jednym
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z faktorov, ktory determinuje ich funk¢né vlastnosti a je v rozsahu od 4,0.104
do 6,0.100 [2, 3,7, 9, 14, 15].

2. Metodologia izolacie, purifikacie
a kvantifikacie exopolysacharidov

Izol4cia a néslednd purifikdcia exopolysacharidov je zdkladnym predpo-
kladom skimania exopolysacharidov baktérii mliecneho kysnutia. Metdoda
izolécie a kvantifikdcie exopolysacharidov je velmi zlozitd. Exopolysacharidy
sa vzdy nachddzaju v prostredi mikroorganizmov a rezidui fermenta¢ného
média. [zol4cia exopolysacharidov je problematicka nielen z koagulovaného
mlie¢neho systému, kde sa nachddzaju sacharidy, proteiny alebo peptidy, ale
aj zo zloZenych syntetickych médii s pridavkom kvasni¢ného extraktu, kde
su exopolysacharidy vzdy kontaminované frakciami s vysokou molekulovou
hmotnostou. Metddy izoldcie a kvantifikdcie exopolysacharidov su zaloZzené
na precipitdcii etanolom alebo aceténom a analyze sacharidov [2, 9, 13, 14,
16-25]. Vicsina autorov aplikovala na odstranenie kontaminujuicich pro-
teinov a peptidov metddu popisani GARCIA-GARIBAY a MARSHALL [26],
ktord je zaloZend na ich precipitdcii kyselinou trichléroctovou a ndsledne;j
centrifugdcii. GANCEL a NOVEL [27] odporucali zahriat fermentacné médium
po ukonceni fermentdcie vo vriacom vodnom kupeli, ndsledne enzymovo
hydrolyzovat rezidudlne proteiny prondzou a az potom pridat kyselinu tri-
chldroctovi. Centrifugdciou ziskali ¢iry supernatant s rozpustnymi exopoly-
sacharidmi. Tito metddu dalej zdokonalili KIMMEL a kol. [19], ktor{ ziskany
supernatant dialyzovali 48 hodin v dialyzacnych vreckach (vyluCovaci limit
6 000 az 8 000) oproti destilovanej vode. LEVANDER a kol. [20] popisali
metddu purifikdcie exopolysacharidov aplikdciou ultrafiltracie. Purifikdcia
sa uspesne dosahuje aj chromatografickymi metddami. Polysacharidy sa
z Cireho supernatantu precipituji etanolom alebo acetonom, purifikuju
opakovanym premyvanim a precipitdciou alebo dialyzou. Purifikované
exopolysacharidy sa m6zu dalej susit alebo lyofilizovat. Mnozstvo vyprodu-
kovaného exopolysacharidu (vytaznost) sa vyjadruje ako mnozstvo polyméru
v suSine na liter fermentacného média. Kvantifikdcia exopolysacharidov je
vacSinou zaloZzend na nepriamych metddach stanovenia monosacharidov
bud kolorimetrickymi technikami, vysledkom ktorych je mnozstvo exopoly-
sacharidov vyjadrené ako ekvivalent glukodzy, pripadne dextranu [28], alebo
meranim viskozity. Meranie viskozity tekutych fermenta¢nych médifi nie je
bezpodmienecne spojené s mnozstvom vyprodukovaného mnozstva exopo-
lysacharidov [16].
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3. Produkcia exopolysacharidov

Biosyntéza exopolysacharidov baktériami mlie¢neho kysnutia nie je eSte
celkom objasnend, ale vacsSina vyskumnikov sa domnieva, Ze mechanizmus je
podobny ako u produkcie exopolysacharidov Gram-negativnymi baktériami
(patogénne baktérie ako su Escherichia coli, Salmonella a Haemophilus
influenzae), pretoze obidva systémy vyzadujui polymerizdciu opakujucich sa
sacharidovych jednotiek. Heteropolysacharidy u Gram-negativnych bakté-
rif vznikajui v cytoplazmatickej membrane z intraceluldrnych prekurzorov
za ucasti niekolkych enzymov [7]. Podla BOELS a kol. [29] je jednym z najlep-
Sie preskumanych kmenov baktérii mlie¢neho kysnutia kmen Lactococcus
lactis NIZO B40 produkujuci polymér s pravidelne sa opakujicimi jednotka-
mi —4)[a-L-Rhap-(1-2)][a-D-Galp-1-PO4-3]-B-D-Galp-(1—4)-p-D-Glcp-
(1-4))-B-D-Glep-(1—, ktorych os tvoria dva prekurzory, UDP-glukéza
a UDP-galaktéza [30].

Typ a mnozstvo polyméru vylucovaného baktériami mliecneho kysnutia
v réznych fazach rastu zavisi od rastovych podmienok (teplota, zdroj ener-
gie, pomer C : N, pH, a iné). Publikované spravy o produkcii exopolysa-
charidov individudlnymi baktériami mlie¢neho kysnutia sd vysledkom
pouzitia roznych rastovych médii, bakteridlnych kmenov a metdd izolacie
a purifikdcie [3, 6, 8-10, 16-17, 31-44]. CERNING a kol. [9] zistili, Ze ak kmene
produkujuce sliz Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp.
cremoris a Lactobacillus casei subsp. casei rastu v mlieku alebo v ultrafiltrate,
produkuju polysacharidy v mnozstve 30 mg.l-1 az 600 mg.I-1. Toto mnozstvo
bolo 0 50-60 % vysSie, ak kmene rastli pri teplote 25 °C namiesto 30 °C;
obohatenie mlieka alebo ultrafiltrdtu glukdzou alebo sacharézou rovnako
vyrazne zlepSilo produkciu exopolysacharidov. DEGEEST a DE VuysTt [10]
fermentovali kmen Streptococcus thermophilus v obohatenom mlieku a pu-
blikovali prvy model rastu a kinetiky produkcie exopolysacharidov baktéri-
ami mlie¢neho kysnutia, predovSetkym Streptococcus thermophilus. Pri opti-
malnych podmienkach fermentdcie dosiahli produkciu exopolysacharidov
550 mg.l-l. DE VuysT a kol. [16] skimali viaceré média na produkciu
exopolysacharidov (MRS, M17, ¢iasto¢ne definované médium obohatené
hydrolyzdtom laktalbuminu a mlie¢ne médium obohatené pepténom a kvas-
ni¢nym extraktom). Skumané Styri kmene Streptococcus thermophilus pro-
dukovali exopolysacharidy len v mlieénych médidch. FRENGOVA a kol. [45]
selektovala z kefirovych zfn Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus HP1.
Tento kmen vykazoval vysoku produkciu exopolysacharidov (472,6 mg.1-1),
pri fermentdcii s dal$imi baktériami mliecneho kysnutia (Streptococcus
thermophilus T15, Lactococcus lactis C15, Lactobacillus helveticus MP12
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a Saccharomyces cerevisiae A13) dokonca 824,3 mg.l-1. GROBBEN a kol. [34]
skimali produkciu exopolysacharidov pri fermentécii kmena Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 v chemicky definovanom médiu
s vynechanim niektorych esencidlnych zloziek, pricom zistili mensi rast
mikroorganizmov, ale vysSiu produkciu exopolysacharidov. HUGENHOLTZ
akol. [35] popisal metabolicki drdhu odburania laktézy a produkciu
exopolysacharidov u Lactococcus lactis a identifikoval enzymy, ktoré su zod-
povedné za produkciu exopolysacharidov. KIMMEL a kol. [19] optimalizoval
podmienky fermentdcie kmena Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
RR v diastocne definovanom médiu so zdrojom dusika vo forme enzymo-
vého kazeinového hydrolyzatu (Bacto-casitone, Difco), pricom v médiu
s mnozstvom 30 g.I-1 Bacto-casitone pri teplote 38 °C a pH 5,0 sa dosiahla
produkcia exopolysacharidov v mnozstve 354 mg.I-1.

4. Funkc¢né vlastnosti exopolysacharidov

Heteropolysacharidy mezofilnych a termofilnych baktérii mlie¢neho kys-
nutia disponuji rozmanitymi funkénymi vlastnostami. Strukturalna analyza
spojend s reologickymi Studiami ukdzala, Ze mnohé exopolysacharidy maju
vhodné technologické vlastnosti pre vyrobu fermentovanych mlie¢nych
vyrobkov, zvySuju viskozitu, vizbou vody eliminuju riziko synerézie a zlep-
Suju textdru [2, 3, 23, 46-55]. Autori uvddzaju, Ze je zlozZité hladat koreldciu
medzi reoldgiou mlie¢nej kultiry a mnozstvom vyprodukovaného exopoly-
sacharidu. Je mozné predpokladat, ze exopolysacharidy sa podielaju na zvy-
Senf viskozity, ale stupen zvySenia viskozity sa li8i, pretoze existuju rozdiely
vo vlastnostiach kultur, v podmienkach inkubdcie, v suSine mlie¢neho média
a v metdde merania viskozity. Viskozita je ovplyviiovand nielen mnozstvom
exopolysacharidov, ale aj dal$imi charakteristikami, ako su napriklad Struk-
tura, monosacharidové zloZenie a molekulovd hmotnost, ktoré sposobuju
odlisné reologické charakteristiky médii. Okrem toho poOsobia aj interakcie
medzi exopolysacharidmi a mlie¢nymi proteinmi a interakcie exopolysacha-
ridov a baktérii. CERNING a kol. [9] zistili vyrazné odliSnosti v spravani bak-
térif mliecneho kysnutia produkujucich exopolysacharidy. Zatial ¢o u Strep-
tococcus cremoris Ts bola produkcia exopolysacharidov vysoka (600 mg.l-1)
a zodpovedajuica viskozita bola extrémne nizka (20 mPa.s’!), mnozstvo
exopolysacharidov produkované Lactococcus lactis subsp. cremoris MLS 96
bolo 220 mg.I-! a viskozita bola vysoka (800 mPa.s'1). HAassAN a kol. [46-51]
skimali mikroStrukturu a reoldgiu jogurtu vyrobeného s kultirami produ-
kujicimi exopolysacharidy prevazne vo forme kapsul. Kapsule produkované
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baktériami mlieCneho kysnutia sa pozorovali konfokdlnym snimacim lase-
rovym mikroskopom priamo v mlieku. Niektoré kmene Streptococcus ther-
mophilus boli obklopené kapsulami o priemere 4-5 um, niektoré dosahovali
priemer len 2 um. Kmen Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus vytvaral
kapsule o velkosti od 1,5 um do 3 um. Velkost kapsul bola vacsia, ak bak-
térie rastli v mlieku. Bakteridlne kapsule pravdepodobne spdsobuju slabé
miesta v gélovej Struktire mlie¢neho systému, ktoré vedud ku vzniku vyrobku
s nizkou hodnotou $mykového napitia. Hoci obidva typy polysacharidov
(kapsuly vélenené do zretelnej Struktiry a extraceluldrne slizy) ovplyviiuju
reologické vlastnosti jogurtu, kazdy vytvara odliSny efekt. Slizovité polysa-
charidy na rozdiel od kapsuldrnych vytvaraju elasticku Strukturu, ale obidva
polysacharidy zvySuju viskozitu jogurtu. MARSHALL a RAWSON [23] porov-
ndvali reologické a senzorické vlastnosti jogurtu vyrobeného s kultirami
produkujicimi sliz a kultirami, ktoré tuto charakteristiku nevykazovali.
Autori zistili, Ze typ kmena produkujiceho exopolysacharidy a interak-
cie polyméru s mlie¢nymi proteinmi a bakteridlnymi bunkami v priebehu
fermentdcie vyznamne ovplyviiuju reologické vlastnosti jogurtu, mnozstvo
vyprodukovaného exopolysacharidu tieto vlastnosti neovplyviiuje. Rovnako
ako MOREIRA a kol. [53] skumali synergicky efekt zmesnych kultir baktérii
mlie¢neho kysnutia na technologické vlastnosti fermentovaného mlieka.

Exopolysacharidy produkované baktériami mliecneho kysnutia mozZu
podla niektorych autorov [7, 18, 29, 56, 57] priaznivo pdsobit na zdravie
tych Tudi, ktori konzumuju fermentované mlie¢ne vyrobky. Modelové Studie
s mySami preukdzali, Ze exopolysacharidy m6Zu stimulovat imunitny systém,
vykazovat protinddorovi aktivitu a ovplyviiovat cholesterolovi aktivitu.
OpA a kol. [57] informovali, ze Lactobacillus helveticus subsp. jugurti pro-
dukuje exopolysacharidy s protinddorovymi ucinkami. Protinddorova akti-
vita exopolysacharidov sa testovala voc¢i sarkdmu-180 brusnej vodnatielky.
Mysiam sa intraperitonedlne poddvala injekcia preparatu exopolysacharidov
pocas deviatich dnf (ddvka 20 mg.kg1). Zivot my3i sa u tejto skupiny predizil
0 144 %. Zivot mysf predlzeny o viac ako 233 % zodpovedal ddvke prepardtu
exopolysacharidov 40 mg.kg1 alebo 80 mg.kg-1.

Na objasnenie protinddorovej aktivity sa skimal vplyv exopolysacharidov
alebo buniek produkujucich exopolysacharidy na imunitny systém. Exopo-
lysacharidy produkované kmenom Lactobacillus rhamnosus RW-9595M
sa in vitro testovali na bunkdch sleziny mysi kmeniov C57B1/6 a BALBY/c,
na makrofagoch podobnej bunkovej linie (mysi RAW264.7) a na mononuk-
ledroch humdnnej periférnej krvi od 14 zdravych darcov. Ziskané vysledky
poukazuju na moznost posilnenia imunitného systému prostrednictvom
exopolysacharidov produkovanych baktériami mlie¢neho kysnutia [18].
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KitazawA a kol. [56] testovali in vivo a in vitro vplyv Lactococcus subsp.
cremoris KVS20 na funkciu makrofdgov. Pri injekénom podani Lactococcus
subsp. cremoris KVS20 v mnozstve 10 mg.kg ! az 50 mg.kg! intraperitonedl-
ne sa pritomnost Fcy-receptoru zistila u 21 % az 34 % peritonedlnych mak-
rofagov. Peritonedlny makrofag bol vystavovany cytotoxickej aktivite buniek
sarkomu-180.

Fyziologicku ulohu exopolysacharidov sumarne opisali BROADBENT a kol.
[7]. Uvadzaju, Ze exopolysacharidy plnia rozne funkcie, chrdnia organizmus
voci toxickym latkam, ich vyznam spociva aj v zachytdvani esencidlnych
kationov, kolonizdcii a prilnuti mikroorganizmov. Vyborne viazu vodu,
mozZu chrdnit baktérie v prostredi s nizkou vlhkostou a kapsuldrne exopo-
lysacharidy mdzu inhibovat fagocytézu. Virulentné bakteriofdgy sui v mlie-
karenskom priemysle najvyznamnejSou pri¢inou neuspe$nej fermentdcie.
Exopolysacharidy chrénia bunky pred Skodlivymi ucinkami vonkajSieho
prostredia a enkapsulované exopolysacharidy sa ukazuju byt ochranou bak-
térif pred fagovou infekciou [58]. Velky vyznam majui adhezivne vlastnosti
exopolysacharidov, pretoze maju klicovu ulohu pri tvorbe biofilmu. Tvorba
bakteridlneho biofilmu pocas vyrobnych operdcii moze spdsobit vazne pro-
blémy [59].

Zaver

Prezentované poznatky si potvrdenim zvySeného zdujmu o skimanie
exopolysacharidov baktérii mlieéneho kysnutia, biochémiu, biosyntézu
a funkéné vlastnosti. Skimanie Struktuiry exopolysacharidov a ich funkcie
v mlie¢nych vyrobkov moéze prispiet k rozSireniu aplikdcie kultir baktérii
mliecneho kysnutia produkujicich exopolysacharidy a inovdcii mlie¢nych
vyrobkov.

Tato praca bola podporovand podprogramom vyskumu a vyvoja ,,Potraviny - kvalita a bezpe-
¢nost™ €. 2003SP270280E01.
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Exopolysaccharides from lactic acid bacteria
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SumMARY. Lactic acid bacteria possess various functional characteristics which participa-
te on the fomation of optimal qualitative charasteristics of fermented milk products and
on the control of technology. One such characteristic is the production of polysaccharides.
This review summarizes recent data on classification, chemical composition and the structure
of exopolysaccharides, the methodology of isolation and quantification, exopolysaccharides
production with some lactic acid bacteria and functional as well as technological properties
of exopolysaccharides.
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