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Exopolysacharidy produkované baktériami mlieèneho kysnutia

SOÒA JAMRICHOVÁ

SÚHRN. Baktérie mlieèneho kysnutia sa vyznaèujú rozmanitými funkènými vlastnos�ami, 
ktoré sa podie¾ajú na tvorbe optimálnych kvalitatívnych vlastností fermentovaných mlieè-
nych výrobkov a riadení technologických procesov. Jednou z nich je produkcia exopoly-
sacharidov. Èlánok sumarizuje súèasné dáta o klasifikácii, chemickom zložení a štruktúre 
exopolysacharidov, metodológii izolácie a kvantifikácie, produkcii exopolysacharidov 
 niektorými baktériami mlieèneho kysnutia a funkènými a technologickými vlastnos�ami 
exopolysacharidov. 

KLÚÈOVÉ SLOVÁ: baktérie mlieèneho kysnutia; exopolysacharidy; štruktúra; izolácia; 
produkcia

Kvalitu fermentovaných mlieènych výrobkov, vrátane jogurtov, deter-
minujú mnohé technologické faktory. Medzi najdôležitejšie technologické 
faktory patria mikroorganizmy tvoriace štartovacie kultúry. Pri výrobe fer-
mentovaných mlieènych výrobkov sa väèšinou aplikujú mezofilné a termo-
filné baktérie mlieèneho kysnutia, ako sú napr. Streptococcus thermophilus, 
Lac to ba cillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lacto-

coccus lactis a Lactobacillus casei. Najdôležitejšie kritériá výberu štarto-
vacích kultúr sú acidifikácia, aróma, chu�, stabilita a textúra. V súèasnosti 
sa zvyšuje záujem o baktérie produkujúce exopolysacharidy (EPS). Baktérie 
mlieèneho kysnutia syntetizujú mnohé exopolysacharidy rôzneho zloženia, 
ve¾kosti a štruktúry vykazujúce zaujímavé funkèné a technologické vlastnos-
ti, ktoré sa môžu využi� pri optimalizácii technologických procesov a vývoji 
nových potravín so zlepšenými reologickými vlastnos�ami. Napriek tomu, že 
produkcia exopolysacharidov je nízka, èasto nestabilná a metódy izolácie sú 
ve¾mi zložité, vedecké poznatky o mikrobiologických, biochemických a tech-
nologických aspektoch heteropolysacharidov baktérií mlieèneho kysnutia sú 
publikované. Cie¾om preh¾adu je poskytnú� informácie najmä o klasifikácii, 
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chemickom zložení a štruktúre exopolysacharidov, ich produkcii niektorý-
mi druhmi baktérií, metodológii izolácie a kvantifikácie, fermentaèných 
podmienkach, reologických vlastnostiach a nových prístupoch pri skúmaní 
exopolysacharidov.

1.  Klasif ikácia,  chemické zloženie 

a štruktúra exopolysacharidov

Baktérie syntetizujú množstvo polysacharidov, ktoré sú definované pod¾a 
ich lokalizácie k bunke. Niektoré sú intracelulárne umiestnené v cytosole 
a využívajú sa ako zdroj energie, iné sú súèas�ou stien bunky. Tretia skupina 
je lokalizovaná na vonkajšej strane bunkových stien a môže vytvára� poly-
sacharidy asociované na povrchu bunky vo forme kapsúl, alebo ich extra-
celulárne vyluèova� vo forme slizu do prostredia mimo bunky. Rozlíšenie 
týchto dvoch foriem je ve¾mi zložité. Oznaèenie exopolysacharidy sa pou-
žíva pre všetky formy bakteriálnych polysacharidov, ktoré sa nachá dzajú 
mimo bakteriálnej bunky [1, 2]. Exopolysacharidy baktérií mlieèneho 
kysnutia môžu by� zložené z jedného druhu sacharidového monoméru 
(homopolysacharidy) alebo z nieko¾kých typov monomérov (heteropolysa-
charidy). Známym príkladom homopolysacharidov sú dextrany produko-
vané Leuconostoc me senteroides subsp. mesenteroides. Heteropolysacharidy 
produkujú 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 Streptoco ccus thermophilus) baktérie mlieèneho kysnutia [3].

Skúmanie chemického zloženia exopolysacharidov produkovaných bak-
tériami mlieèneho kysnutia vyústilo do ustálenia názoru, že exopolysacha-
ridy sú polysacharidy zložené z lineár nych alebo rozvetvených opakujúcich 
sa jednotiek, obsahujúcich α- a β-väzby [2]. Vzh¾adom na možné väzby 
a konfigurácie existujú exopolysacharidy s rôznou štruktúrou a vlastnos�a-
mi. Napriek tomu, že baktérie mlieèneho kysnutia vyluèujú množstvo 
rozmanitých typov exopolysacharidov, ich monomérové zloženie je ve¾mi 
podobné; takmer vždy sú prítomné D-galaktóza, D-glukóza a L-ramnóza, 
ale v rôznych pomeroch [2-13]. Okrem týchto monosacharidov sa zistili aj 
iné rezídua, N-acetyl-glukózoamín, fosfáty, glycerolové a acetylové skupiny. 
Diferencie v zložení exopolysacharidov vysvet¾ujú DE VUYST a DEGEEST 
[3] zložitos�ou izolácie a purifikácie, najmä ak sa na fermentáciu použijú 
zložené médiá, ako aj tým, že jeden kmeò môže vyluèova� viac ako jeden 
polysacharid. Relatívna molekulová hmotnos� exopolysacharidov je jedným 
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z faktorov, ktorý deter minuje ich funkèné vlastnosti a je v rozsahu od 4,0.104 
do 6,0.106 [2, 3, 7, 9, 14, 15].

2.  Metodológia izolácie ,  purif ikácie  

a kvantif ikácie  exopolysacharidov

Izolácia a následná purifikácia exopolysacharidov je základným predpo-
kladom skúmania exopolysacharidov baktérií mlieèneho kysnutia. Metóda 
izolácie a kvantifikácie exopolysacharidov je ve¾mi zložitá. Exopolysacharidy 
sa vždy nachádzajú v prostredí mikroorganizmov a rezíduí fermentaèného 
média. Izolácia exopolysacharidov je problematická nielen z koagulovaného 
mlieèneho systému, kde sa nachádzajú sacharidy, proteíny alebo peptidy, ale 
aj zo zložených syntetických médií s prídavkom kvasnièného extraktu, kde 
sú exopolysacharidy vždy kontaminované frakciami s vysokou molekulovou 
hmotnos�ou. Metódy izolácie a kvantifikácie exopolysacharidov sú založené 
na precipitácii etanolom alebo acetónom a analýze sacharidov [2, 9, 13, 14, 
16-25]. Väèšina autorov aplikovala na odstránenie kontaminujúcich pro-
teínov a peptidov metódu popísanú GARCIA-GARIBAY a MARSHALL [26], 
ktorá je založená na ich precipitácii kyselinou trichlóroctovou a následnej 
centrifugácii. GANCEL a NOVEL [27] odporúèali zahria� fermentaèné mé dium 
po ukonèení fermentácie vo vriacom vodnom kúpeli, následne enzýmovo 
hydrolyzova� reziduálne proteíny pronázou a až potom prida� kyselinu tri-
chlóroctovú. Centrifugáciou získali èíry supernatant s rozpustnými exopoly-
sacharidmi. Túto metódu ïalej zdokonalili KIMMEL a kol. [19], ktorí získaný 
supernatant dialyzovali 48 hodín v dialyzaèných vreckách (vyluèovací limit 
6 000 až 8 000) oproti destilovanej vode. LEVANDER a kol. [20] popísali 
metódu purifikácie exopolysacharidov aplikáciou ultrafiltrácie. Purifikácia 
sa úspešne dosahuje aj chromatografickými metódami. Polysacharidy sa 
z èíreho supernatantu precipitujú etanolom alebo acetónom, purifikujú 
opakovaným premývaním a precipitáciou alebo dialýzou. Purifikované 
exopolysacharidy sa môžu ïalej suši� alebo lyofilizova�. Množstvo vyprodu-
kovaného exopolysacharidu (vý�ažnos�) sa vyjadruje ako množstvo polyméru 
v sušine na liter fermentaèného média. Kvan ti fikácia exopolysacharidov je 
väèšinou založená na nepriamych metódach stanovenia monosacharidov 
buï kolorimetrickými technikami, výsledkom ktorých je množstvo exopoly-
sacharidov vyjadrené ako ekvivalent glukózy, prípadne dextranu [28], alebo 
meraním viskozity. Meranie viskozity tekutých fermentaèných médií nie je 
bezpodmieneène spojené s množstvom vyprodukovaného množstva exopo-
lysacharidov [16].
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3.  Produkcia exopolysacharidov

Biosyntéza exopolysacharidov baktériami mlieèneho kysnutia nie je ešte 
celkom objasnená, ale väèšina výskumníkov sa domnieva, že mechanizmus je 
podobný ako u produkcie exopolysacharidov Gram-negatívnymi bakté riami 
(patogénne baktérie ako sú Escherichia coli, Salmonella a Haemophilus 

in fluenzae), pretože obidva systémy vyžadujú polymerizáciu opakujúcich sa 
sacharidových jednotiek. Heteropolysacharidy u Gram-negatívnych bakté-
rií vznikajú v cytoplazmatickej membráne z intracelulárnych prekurzorov 
za úèas ti nieko¾kých enzýmov [7]. Pod¾a BOELS a kol. [29] je jedným z najlep-
šie preskúmaných kmeòov baktérií mlieèneho kysnutia kmeò Lacto coccus 

lactis NIZO B40 produkujúci polymér s pravidelne sa opakujúcimi jednotka-
mi →4)[α-L-Rhap-(1→2)][α-D-Galp-1-PO4-3]-β-D-Galp-(1→4)-β-D- Glcp-
(1→4))-β-D-Glcp-(1→, ktorých os tvoria dva prekurzory, UDP-glu kóza 
a UDP-galaktóza [30].

Typ a množstvo polyméru vyluèovaného baktériami mlieèneho kysnutia 
v rôznych fázach rastu závisí od rastových podmienok (teplota, zdroj ener-
gie, pomer C : N, pH, a iné). Publikované správy o produkcii exopolysa-
charidov individuálnymi baktériami mlieèneho kysnutia sú výsledkom 
použitia   rôznych rastových médií, bakteriálnych kmeòov a metód izolácie 
a purifikácie [3, 6, 8-10, 16-17, 31-44]. CERNING a kol. [9] zistili, že ak kmene 
produkujúce sliz Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. 
cremoris a Lac tobacillus casei subsp. casei rastú v mlieku alebo v ultrafiltráte, 
produkujú polysacharidy v množstve 30 mg.l-1 až 600 mg.l-1. Toto množstvo 
bolo o 50–60 % vyššie, ak kmene rástli pri teplote 25 °C namiesto 30 °C; 
obohatenie mlieka alebo ultrafiltrátu glukózou alebo sacharózou rovnako 
výrazne zlepšilo produkciu exopolysacharidov. DEGEEST a DE VUYST [10] 
fermentovali kmeò Streptococcus thermophilus v obohatenom mlieku a pu-
blikovali prvý model rastu a kinetiky produkcie exopolysacharidov baktéri-
ami mlieèneho kysnutia, predovšetkým Streptococcus thermophilus. Pri opti-
málnych podmienkach fermentácie dosiahli produkciu exopolysacharidov 
550 mg.l-1. DE VUYST a kol. [16] skúmali viaceré média na produkciu 
exopolysacharidov (MRS, M17, èiastoène definované médium obohatené 
 hydrolyzátom laktal bu mínu a mlieène médium obohatené peptónom a kvas-
nièným extraktom). Skúmané štyri kmene Streptococcus thermophilus pro-
dukovali exo polysacharidy len v mlieènych médiách. FRENGOVA a kol. [45] 
selektovala z kefírových zàn Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus HP1. 
Tento kmeò vykazoval vysokú produkciu exopolysacharidov (472,6 mg.l-1), 
pri fermentácii s ïalšími baktériami mlieèneho kysnutia (Streptococcus 

thermophilus T15, Lactoco ccus lactis C15, Lactobacillus helveticus MP12 
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a Saccharomy ces cerevi siae A13) dokonca 824,3 mg.l-1. GROBBEN a kol. [34] 
skúmali produkciu exopolysacharidov pri fermentácii kmeòa Lactobacillus 

delbrueckii subsp. bulgaricus NCFB 2772 v chemicky definovanom médiu 
s vynechaním niektorých esenciálnych zložiek, prièom zistili menší rast 
 mikroorganizmov, ale vyššiu produkciu exopolysacharidov. HUGENHOLTZ 
a kol. [35] popísal metabolickú  dráhu odbúrania laktózy a produkciu 
exopolysacharidov u Lactococcus lactis a identifikoval enzýmy, ktoré sú zod-
povedné za produkciu exopolysacharidov. KIMMEL a kol. [19] optimalizoval 
podmienky  fermentácie kmeòa Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus 
RR v èiastoène definovanom médiu so zdrojom dusíka vo forme enzýmo-
vého kazeínového hydrolyzátu (Bacto-casitone, Difco), prièom v médiu 
s množstvom 30 g.l-1 Bacto-casitone pri teplote 38 °C a pH 5,0 sa dosiahla 
produkcia exopolysacharidov v množstve 354 mg.l-1.

4.  Funkèné vlastnosti  exopolysacharidov

Heteropolysacharidy mezofilných a termofilných baktérií mlieèneho kys-
nutia disponujú rozmanitými funkènými vlastnos�ami. Štrukturálna analýza 
spojená s reologickými štúdiami ukázala, že mnohé exopolysacharidy majú 
vhodné technologické vlastnosti pre výrobu fermentovaných mlieènych 
výrobkov, zvyšujú viskozitu, väzbou vody eliminujú riziko synerézie a zlep-
šujú textúru [2, 3, 23, 46-55]. Autori uvádzajú, že je zložité h¾ada� koreláciu 
medzi reológiou mlieènej kultúry a množstvom vyprodukovaného exopoly-
sacharidu. Je možné predpoklada�, že exopolysacharidy sa podie¾ajú na zvý-
šení visko zity, ale stupeò zvýšenia viskozity sa líši, pretože existujú rozdiely 
vo vlastnostiach kultúr, v podmienkach inkubácie, v sušine mlieèneho média 
a v metóde merania viskozity. Viskozita je ovplyvòovaná nielen množstvom 
exopolysacharidov, ale aj ïalšími charakteristikami, ako sú napríklad štruk-
túra, monosacharidové zloženie a molekulová hmotnos�, ktoré spôsobujú 
odlišné reologické charakteristiky médií. Okrem toho pôsobia aj interakcie 
medzi exopolysacharidmi a mlieènymi proteínmi a interakcie exopolysacha-
ridov a baktérií. CERNING a kol. [9] zistili výrazné odlišnosti v správaní bak-
térií mlieèneho kysnutia produkujúcich exopolysacharidy. Zatia¾ èo u Strep-

tococcus cremoris T5 bola produkcia exopolysacharidov vysoká (600 mg.l-1) 
a zodpovedajúca viskozita bola extrémne nízka (20 mPa.s-1), množstvo 
exopolysacharidov produkované Lactococcus lactis subsp. cremoris MLS 96 
bolo 220 mg.l-1 a viskozita bola vysoká (800 mPa.s-1). HASSAN a kol. [46-51] 
skúmali mikroštruktúru a reológiu jogurtu vyrobeného s kultúrami produ-
kujúcimi exopolysacharidy prevažne vo forme kapsúl. Kapsule produkované 
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 baktériami mlieèneho kysnutia sa pozorovali konfokálnym snímacím lase-
rovým mikroskopom priamo v mlieku. Niektoré kmene Streptococcus ther-

mophilus boli obklopené kapsulami o priemere 4–5 µm, niektoré dosahovali 
priemer len 2 µm. Kmeò Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus vytváral 
kapsule o ve¾kosti od 1,5 µm do 3 µm. Ve¾kos� kapsúl bola väèšia, ak bak-
térie rástli v mlieku. Bakteriálne kapsule pravdepodobne spôsobujú slabé 
miesta v gélovej štruktúre mlieèneho systému, ktoré vedú ku vzniku výrobku 
s nízkou hodnotou šmykového napätia. Hoci obidva typy polysacharidov 
(kapsuly vèlenené do zrete¾nej štruktúry a extracelulárne slizy) ovplyvòujú 
reologické vlastnosti jogurtu, každý vytvára odlišný efekt. Slizovité polysa-
charidy na rozdiel od kapsulárnych vytvárajú elastickú štruktúru, ale obidva 
polysacharidy zvyšujú viskozitu jogurtu. MARSHALL a RAWSON [23] porov-
návali reologické a senzorické vlastnosti jogurtu vyrobeného s kultúrami 
produkujúcimi sliz a kultúrami, ktoré túto charakteristiku nevykazovali. 
Autori zistili, že typ kmeòa produkujúceho exopolysacharidy a interak-
cie polyméru s mlieènymi proteínmi a bakteriálnymi bunkami v priebehu 
fermentácie významne ovplyvòujú reologické vlastnosti jogurtu, množstvo 
vyprodukovaného exopolysacharidu tieto vlastnosti neovplyvòuje. Rovnako 
ako MOREIRA a kol. [53] skúmali synergický efekt zmesných kultúr baktérií 
mlieèneho kysnutia na technologické vlastnosti fermentovaného mlieka.

Exopolysacharidy produkované baktériami mlieèneho kysnutia môžu 
pod¾a niektorých autorov [7, 18, 29, 56, 57] priaznivo pôsobi� na zdravie 
tých ¾udí, ktorí konzumujú fermentované mlieène výrobky. Modelové štúdie 
s myšami preukázali, že exopolysacharidy môžu stimulova� imunitný systém, 
vykazova� protinádorovú aktivitu a ovplyvòova� cholesterolovú aktivitu. 
ODA a kol. [57] informovali, že Lactobacillus helveticus subsp. jugurti pro-
dukuje exopolysacharidy s protinádorovými úèinkami. Protinádorová akti-
vita exopolysacharidov sa testovala voèi sarkómu-180 brušnej vodnatie¾ky. 
Myšiam sa intraperitoneálne podávala injekcia preparátu exopolysacharidov 
poèas deviatich dní (dávka 20 mg.kg-1). Život myší sa u tejto skupiny predåžil 
o 144 %. Život myší predåžený o viac ako 233 % zodpovedal dávke preparátu 
exopolysacharidov 40 mg.kg-1 alebo 80 mg.kg-1.

Na objasnenie protinádorovej aktivity sa skúmal vplyv exopolysacharidov 
alebo buniek produkujúcich exopolysacharidy na imunitný systém. Exopo-
ly sacharidy produkované kmeòom Lactoba cillus rhamnosus RW-9595M 
sa in vitro testovali na bunkách slezi ny myší kmeòov C57B1/6 a BALB/c, 
na makrofágoch podobnej bunkovej línie (myši RAW264.7) a na mononuk-
leároch humánnej periférnej krvi od 14 zdravých darcov. Získané výsledky 
poukazujú na možnos� posilnenia imunitného systému prostredníctvom 
exopolysacharidov produkovaných baktériami mlieèneho kysnutia [18]. 
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KITAZAWA a kol. [56] testovali in vivo a in vitro vplyv Lactococcus subsp. 
cremoris KVS20 na funkciu makrofágov. Pri injekènom podaní Lactococcus 

subsp. cremoris KVS20 v množstve 10 mg.kg-1 až 50 mg.kg-1 intraperitoneál-
ne sa prítomnos� Fcγ-receptoru zistila u 21 % až 34 % peritoneálnych mak-
rofágov. Perito neálny makrofág bol vystavovaný cytotoxickej aktivite buniek 
sarkómu-180.

Fyziologickú úlohu exopolysacharidov sumárne opísali BROADBENT a kol. 
[7]. Uvádzajú, že exopolysacharidy plnia rôzne funkcie, chránia organizmus 
voèi toxickým látkam, ich význam spoèíva aj v zachytávaní esenciálnych 
ka tiónov, kolonizácii a pri¾nutí mikroorganizmov. Výborne viažu vodu, 
môžu chráni� baktérie v prostredí s nízkou vlhkos�ou a kapsulárne exopo-
lysacharidy môžu inhibova� fagocytózu. Virulentné bakteriofágy sú v mlie-
karenskom priemysle najvýznamnejšou príèinou neúspešnej fermentácie. 
Exopolysa charidy chránia bunky pred škodlivými úèinkami vonkajšieho 
prostredia a enkapsulované exopolysacharidy sa ukazujú by� ochranou bak-
térií pred fágovou infekciou [58]. Ve¾ký význam majú adhezívne vlastnosti 
exopolysacharidov, pretože majú k¾úèovú úlohu pri tvorbe biofilmu. Tvorba 
bakteriálneho biofilmu poèas výrobných operácií môže spôsobi� vážne pro-
blémy [59].

Záver

Prezentované poznatky sú potvrdením zvýšeného záujmu o skúmanie 
exopolysacharidov baktérií mlieèneho kysnutia, biochémiu, biosyntézu 
a funkèné vlastnosti. Skúmanie štruktúry exopolysacharidov a ich funkcie 
v mlieènych výrobkov môže prispie� k rozšíreniu aplikácie kultúr baktérií 
mlieèneho kysnutia produkujúcich exopolysacharidy a inovácii mlieènych 
výrobkov.

Táto práca bola podporovaná podprogramom výskumu a vývoja „Potraviny - kvalita a bezpe-
ènos�“ è. 2003SP270280E01.
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Exopolysaccharides from lactic acid bacteria

JAMRICHOVÁ, S.: Bull. potrav. Výsk., 43, 2004, p. 127-137.

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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