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Functional properties of exopolysaccharides
of lactic acid bacteria

Abstrakt

Byl stanoven obsah exopolysacharidi 4 vybranych
kment bakterii jogurtové kultury (Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus CCDM 66, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767, Streptococcus
thermophilus CCDM 129, Streptococcus thermophilus
CCDM 144) po kultivaci v mléce a byly charakterizovany
reologické vlastnosti a synereze jogurtll s rozmichanym
a nerozmichanym koagulatem vyrobenych pomoci kultur
vytvorenych jejich kombinaci. Obsah exopolysacharidi
se pohyboval v rozmezi 13 — 129 mg/L. Nejvyssi pev-
nosti gelu, zdanlivé viskozity rozmichaného koagulatu
a nejnizsi synereze bylo dosaZeno pri fermentaci kultu-
rou L. bulgaricus CCDM 767 a Str. thermophilus CCDM
144. Tato kultura ovS§em poskytovala nejnizsi mez toku
rozmichaného koagulatu. Nejnizsi pevnosti gelu a zdéan-
livé viskozity rozmichaného koagulidtu bylo dosazeno
pri fermentaci kulturou L. bulgaricus CCDM 66 a Str.
thermophilus CCDM 129. Jogurt vyrobeny pomoci kul-

tury L. bulgaricus CCDM 66 a Str. thermophilus CCDM
144 vykazoval vyznamné zvySeni synereze, coZ ukazuje
na riziko nevhodné kombinace exopolysacharidi kment
bakterii mlécného kvaseni.

Klicova slova: jogurt, exopolysacharidy, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophi-
lus, pevnost gelu, zdanliva viskozita, synereze

Abstract

The content of exopolysaccharides of 4 selected strains
of lactic acid bacteria from yogurt starter (Lactobacillus
bulgaricus CCDM 66, Lactobacillus bulgaricus CCDM
767, Streptococcus thermophilus CCDM 129, Strepto-
coccus thermophilus CCDM 144) was determined after
cultivation in milk, and the rheological properties and
syneresis of set-type and stirred-type yogurts produced
using cultures created by their combination. The content
of exopolysaccharides ranged from 13 to 129 mg/L. The
highest gel strength, apparent viscosity of the stirred coa-
gulum and the lowest syneresis were achieved during
fermentation with starter L. bulgaricus CCDM 767 and
Str. thermophilus CCDM 144. However, this culture
provided the lowest yield stress of the stirred coagulum.
The lowest gel strength and apparent viscosity was
achieved during fermentation with Lactobacillus bulga-
ricus CCDM 66 and Streptococcus thermophilus CCDM
129. Yogurt produced using Lactobacillus bulgaricus
CCDM 66 and Str. thermophilus CCDM 144 showed
a significant increase in syneresis, indicating the risk of
inappropriate combination of exopolysaccharides of lac-
tic acid bacteria strains.

Key words: yogurt, exopolysaccharides, Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, Streptococcus thermophi-
lus, gel strength, apparent viscosity, syneresis

Uvod

Rada bakterii mlécného kvaSeni produkuje pfi fer-
mentaci extracelularni polymery tzv. exopolysacharidy
(EPS), které ovliviiuji texturu mlécnych vyrobku, zvySuji
viskozitu vodné faze, zvySuji tuhost gelu mlécnych bil-
kovin, vaznost vody a sniZuji jeho synerezi. Jednd se
o velmi riiznorodou skupinu obvykle heteropolysacharidi
tvofenych z opakujicich se podjednotek 3-8 rlznych
monosacharidt, hlavné glukézy, galaktézy, rhamnoézy,
N-acetylglukosaminu nebo N-acetylgalaktosaminu, pfi-
padné kyseliny glukuronové. (Broadbent, McMahon et
al. 2003). Podle zastoupeni monomerti pak mohou byt
EPS neutrdlni, ¢i anionické, coZz pak urcuje jejich in-
terakce s mlécnymi bilkovinami. Ke sloZitosti chemic-
ké struktury EPS prispiva variabilita vazebnych pozic
monosacharidii, velikost opakujicich se jednotek a pocet
a délka postrannich fetézct. Dalsi variabilitou EPS je
molekulovda hmotnost, kterda se pohybuje v rozmezi
od 10 do 1 000 kDa. B-1,4- glykosidické vazby vedou
k tuzsim fetézcim nez B-1,2-, B-1,3- nebo B-1,6- vazby
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EPS. Pfitom dlouhé, tuhé postranni fetézce, tuha struktura
a vysoka molekulova hmotnost polymeru vede ke zvySeni
jeho limitniho viskozitniho ¢isla a tim viskozity produktu.
(Tiwari, Kavitake et al. 2021) Navic EPS mohou po syn-
téze zlstat u povrchu bakteridlni butiky (tvorit kapsule)
nebo mohou byt volné vylucovany do okolniho prostredsi,
coz také ovliviiuje jejich funkcni vlastnosti. (Mende,
Rohm et al. 2016) Velky vliv na reologické vlastnosti
fermentovaného mléka mohou mit interakce s mléénymi
bilkovinami, které mohou vést bud ke zpevnéni struktu-
ry gelu, nebo naopak k separaci fazi a zhorSeni textury
vyrobku. (Ayala-Hernandez, Goff et al. 2008)

Jak znamo, téZ mikroorganismy jogurtové kultury
Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus a Streptococ-
cus thermophilus jsou schopny EPS produkovat, ¢ehoz
se vyuziva i v pramyslové praxi. (Kumar, Kumar et al.
2022) Mnozstvi EPS ve vzorcich komercnich jogurth
se pritom uvadi od 10 do 170 mg L', v modelovych
vzorcich az 400 mg L' (Folkenberg, Dejmek et al. 2000),
ale vzhledem k jejich variabilit¢ mohou byt G¢inky velmi
riznorodé. Pfi srovnani rliznych kultur tedy neni, z hle-
diska jejich ucinku na reologické vlastnosti produktu,
mnozstvi produkovanych EPS rozhodujici. (Korcz and
Varga 2021) Pfitom ve smésnych kulturdch zévisi je-
jich vysledny efekt na soucasném piisobeni riznych
EPS. V praci proto byly hodnoceny vlastnosti mode-
lovych vyrobkl fermentovanych kombinaci 4 kmenu
mikroorganismu tvoricich jogurtovou kulturu, které vy-
kazovaly odlisné reologické vlastnosti.

Metodika

Suroviny

Pro vyrobu jogurtu bylo pouZito ,, Trvanlivé UHT mléko
odstredéné* (Mlékarna Pragolaktos a.s., 0,3 % tuku, ob-
sah bilkovin 3.4 %) s ptidavkem suSeného odstfedéného
mléka (Moravia Lacto, a.s., 0,5 % tuku, obsah bilkovin
33,8 %) a mikrobidlni kultury ze Sbirky mlékarenskych
mikroorganismu Laktoflora, Milcom a.s, Praha:

* Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 66

* Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus CCDM 767

* Streptococcus thermophilus CCDM 129

* Streptococcus thermophilus CCDM 144

Stanoveni produkce exopolysacharidii

Stanoveni bylo provedeno po kultivaci jednot-
livych kmentd bakterii mlééného kvaseni v trvanlivém
nizkotu¢ném mléce. Koagulat byl tepelné oSetien (95°C;
15 minut) a po zchlazeni byla pfidana trichloroctova
kyselina tak, aby vysledna koncentrace byla 20 %hm.
Po 30 minutach stani pfi laboratorni teploté byla smés
centrifugovéna (8 600 x g; 15 minut; 4 °C). Supernatant
byl smichan s etanolem (96 %) v poméru 1:3 objemové
a ponechan pres noc pii 4 °C. Po centrifugaci (8 600 x g;
15 minut; 4 °C) byl supernatant odebran a peleta vysusena
pri 55 °C. Peleta byla vzapéti rozpusténa v deionizované

vodé a dialyzovana 3 dny proti deionizované vodé (Dia-
lysis tubing cellulose membrane, Sigma D9527-100FT;
12-14 000 Da). Dialyzat byl smichén s etanolem (96 %)
v poméru 1:3 objemové a priddna 1 M HCIl v poméru
1:1000. Smés pak byla ponechana pres noc pii 4 °C. Po
centrifugaci (8 600 x g; 15 minut; 4 °C) byl odebrén su-
pernatant, peleta vysusena pti 55 °C a zvazena.

Vyroba jogurtu
Pro vyrobu jogurtu bylo pouZito trvanlivé mléko
s prfidavkem 50 g suseného odstfedéného mléka na 1 kg
smési. Po smichani surovin byla smés pasterovana pti
teploté 85 °C po dobu 10 minut (od dosaZeni pozadované
teploty) a vychlazena na fermentac¢ni teplotu.
Pro fermentaci byly pouZity jogurtové kultury vytvorené
kombinaci uvedenych kment bakterii mlécného kvaseni,
které podle predbézného hodnoceni vykazovaly bud nizkou
nebo naopak vysokou tdhlovitou konzistenci koagulatu:
SS — kombinace kmenil nevykazujicich tahlovitou kon-
zistenci Str. thermophilus CCDM 129 a L. bulga-
ricus CCDM 66

ST — kombinace Str. thermophilus CCDM 129 nevy-
kazujici tdhlovitou konzistenci a L. bulgaricus
CCDM 767 s tahlovitou konzistenci

TS — kombinace Str. thermophilus CCDM 144 s tahlo-
vitou konzistenci a L. bulgaricus CCDM 66 bez
tahlovité konzistence

TT — kombinace kment vykazujicich tdhlovitou kon-

zistenci Str. thermophilus CCDM 144 a L. bulga-
ricus CCDM 767

Po inokulaci (0,1 %) bylo smés prelita do kelimku
(pramér 6 cm, hmotnost vzorku 80 g) pro stanoveni reo-
logickych vlastnosti jogurtu nebo do zkumavek Falcon
(15 ml) pro stanoveni synereze. Fermentace probihala
pti teploté 30 °C po dobu 16-18 hod do dosaZeni pH
4,4-4.,6. Pak byly zkumavky a ¢ast kelimki pro hodno-
ceni nerozmichaného koaguldtu prfemisténa do lednice
a vychlazena na teplotu 4-5 °C. Druhé c¢ast byla pouzita
pro vyrobu modelovych jogurtli s rozmichanym koagu-
latem. Pro posouzeni vlivu kultury na obnoveni struktury
koagulatu bylo provedeno rozmichéani pti dvou riznych
teplotach:

rozmichani v chladu — vzorky byly nejprve premistény

do lednice, do druhého dne vychlazeny na
teplotu 5 °C a nasledné rozmichény.
rozmichani za tepla — vzorky byly bezprostiedné po
fermentaci rozmichany (pri fermentacni
teploté¢ 30 °C) a nasledné premistény do
lednice a vychlazeny na teplotu 5 °C

Vzorky byly rozmichdny pomoci mechanického
michadla RZR 2102 (Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG; Némecko) s michaci kotvou R1330 (primér
45 mm, Sitka 5 mm a vySka 55 mm), pti 300 otdckach za
minutu po dobu 1 minuty.

Byly provedeny dvé nezavislé vyroby. Hodnoceni
vyrobkll bylo provedeno po 5 dnech skladovéani pfi
teploté 4-5 °C
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Hodnocent reologickych vlastnosti jogurtu
s nerozmichanym koaguldtem

Reologické vlastnosti jogurtu byly stanoveny pfi
teploté¢ 5 °C pomoci reometru Viskotester iQ (Thermo
Haake, Némecko) s geometrii lopatkového vietene FL.22.
Meéfeni bylo fizeno softwarem RheoWin Job Manager
a vyhodnoceni RheoWin Data Manager v. 4.86 (Ther-
mo Haake, Némecko). Byla sledovidna casova zavis-
lost smykového napéti pfi frekvenci oticeni geometrie
100 min' po dobu 300 sekund. Maximalni hodnota
napéti na pocatku Casové zavislosti udava pevnost gelu,
konecna hodnota poméru napéti a dhlové rychlost geo-
metrie udava zdanlivou viskozitu po rozmichéni koagu-
latu, které simuluje rozmichani vyrobku spotiebitelem.
Bylo provedeno 5 paralelnich stanoveni.

Hodnoceni synereze

Sklon gelu jogurtu s nerozmichanym koagulatem
k synerezi byl stanoven zat€Zovym testem pii pisobeni
odstfedivé sily pomoci centrifugy EBA 200 (Hettich
GmbH & Co. KG, Némecko). Vzorky fermentované ve
zkumavkach Falcon 15 ml byly vystaveny relativhimu
odstredivému zrychleni 3000 g po dobu 3 min. Uvolnénd
syrovatka byla po odstfedéni odlita a byla zmérena hmot-
nost zkumavky se vzorkem bez syrovatky. Synereze byla
vyjadiena jako relativni mnoZstvi uvolnéné syrovatky
vztazené na pocateCni hmotnost vzorku. Pro kazdy
vzorek byla provedena 3 paralelni stanoveni.

Hodnocent reologickych vlastnosti jogurtu
s rozmichanym koaguldtem

Hodnoceni bylo provedeno pomoci reometru Kinexus
(Malvern Instruments Ltd., UK) s geometrii koaxidlnich
valci CC25 pii teploté 10 °C. Byla sledovana zévislost
zdanlivé viskozity pfi zvySovani smykového napéti z hod-
noty 0,1 Pa rychlosti 1 Pa/s azZ do dosazeni smykové ry-
chlosti 100 s'. Mez toku 1o byla vyhodnocena jako napéti,
kdy bylo dosazeno maximalni hodnoty zdanlivé viskozity.

Déle byla sledovana ¢asova zavislost zdanlivé visko-
zity po dobu 5 minut ptisobeni smykové rychlosti 100 s,
ze které byly vyhodnoceny pocéatecni a konecné hodnoty
zdanlivé viskozity 1 a 1.

Pro kazdy vzorek byla provedena 3 paralelni stanoveni.

Statistickd analyza

Ke statistickému zpracovani ziskanych dat byl pouZit
tabulkovy procesor Microsoft Excel (Microsoft Corpora-
tion, USA). Pro stanoveni statistické vyznamnosti rozdilu
mezi vzorky byla pouZita analyza rozptylu dvou faktort
s opakovanim (ANOVA) zohlediiujici vliv rozdilti mezi
nezavislymi experimenty.

Vysledky

Pro laboratorni vyrobu modelovych jogurtd byly
pouzity kombinace kmend bakterii mlé¢ného kvaSeni,
které podle deklarace sbirky mikroorganismi vykazuji,

Tab. 1 Obsah exopolysacharid(i (EPS) v mléce
po fermentaci vybranymi kmeny bakterii mlééného
kva$eni tvoficich jogurtovou kulturu

Kultura kmen Tahlovita obsah EPS
konzistence (mg/L)
Lactobacillus delbrueckii CCDM 66 ne 129
subsp. bulgaricus CCDM 767 ANO 126
Streptocopcus CCDM 129 ne 13
thermophilus CCDM 144 ANO 87

nebo naopak nevykazuji, tdhlovitou konzistenci. Vysled-
ky ukazuji (Tab. 1), Ze kmeny Str. thermophilus mély
niz§i produkcei EPS, pfi¢emz kmen s deklarovanou tahlo-
vitou konzistenci dosahoval produkce jen 87 mg/L. Vyssi
produkci EPS (nad 120 mg/L) vykazovaly oba kmeny L.
bulgaricus, ovsem nezavisle na tahlovité konzistenci.
To je v souladu s poznatky fady autort, Ze vliv EPS na
konzistenci fermentovaného mléka casto nezavisi na je-
jich obsahu, ale ve vétsi mife na jejich sloZeni a mole-
kulové hmotnosti. (Korcz and Varga 2021) Vyznamny
vliv ma téz skutecnost, zda se jedna o volné ¢i kapsularni
EPS. (Mende, Rohm et al. 2016)

Vysledky stanoveni vlivu typu jogurtové kultury daného
kombinaci kmenu s tahlovitou konzistenci a kmenu, které
tahlovitou konzistenci nevytvari, na reologické vlastnosti
modelovych vyrobkii s nerozmichanym koaguldtem
(Obr. 1 A a B) ukazuji velky vliv EPS produkovanych kul-
turou L. bulgaricus CCDM 767 jak na pevnost gelu, tak na
zdéanlivou viskozitu koagulatu. Pevnost gelu spotiebitel
vnima pfi nabirani vyrobku na 1Zicku a bezprostfedné po
vloZeni sousta do ust, zdanlivou viskozitu pak naopak
pfi michani vyrobku 1Zickou a pak pfi rozmélnéni sousta
v astech. (LA TORRE, TAMIME et al. 2003) Prakazné
nejvyssich hodnot (P<0,05) dosahl jogurt s kulturou TT
tvorené obéma tahlovitymi kmeny. Pfi srovnani vyrobka
pripravenych kulturami, které obsahovaly jen jeden kmen
s tahlovitou konzistenci (ST a TS), dosahla vyssich hod-
not pevnosti gelu a viskozity kultura ST (P<0,05), kde
tahlovitou konzistenci produkuje L. bulgaricus CCDM
767. Kultura TS tedy méla vyznamné niz§i pevnost gelu
i viskozitu nez kultura TT, prestoze kmen L. bulgaricus
CCDM 66 produkuje srovnatelné mnozstvi EPS. D4 se
tedy predpokladat, Ze se tyto EPS 1iSi svym ucinkem
v disledku rozdilného chemického sloZeni a charakteru.
(Tiwari, Kavitake et al. 2021) Ze srovnani kultur SS a TS
ovSem vyplyva i prikazny pozitivni vliv (P<0,05) EPS
kmene Str. thermophilus CCDM 144.

Téz vysledky hodnoceni synereze gelu zatéZovym testem
(Obr. 1 C) ukazuji na vysoky vliv EPS produkovanych
kmenem L. bulgaricus CCDM 767, kdy vyrobky které
jej obsahovaly (ST a TT) mély podil uvolnéné syrovatky
az o fad nizsi. OdliSny dcinek ovSem mély EPS kmene
Str. thermophilus CCDM 144, ktery v kulture TS (v kom-
binaci s L. bulgaricus CCDM 66) poskytoval vyrobek
s vyznamné vyssim podilem uvolnéné syrovatky. Nabizi se
hypotéza, Ze za toto zhorSeni vaznosti vody v gelu jogurtu
je odpovédné naruseni struktury gelu v disledku separa-
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Obr. 1 Vliv typu jogurtové kultury na reologické viastnosti a synerezi vyrobku s nerozmichanym koagulatem:
A) Pevnost gelu; B) Zdanliva viskozita po 5 minutdch michdni'v reometru; C) Synereze

SS - Str. thermophilus CCDM 129 a L. bulgaricus CCDM 66;
ST - Str. thermophilus CCDM 129 a L. bulgaricus CCDM 767;
TS — Str. thermophilus CCDM 144 a L. bulgaricus CCDM 66;
TT — Str. thermophilus CCDM 144 a L. bulgaricus CCDM 767

Chybové usecky znazorriuji vybérovou smérodatnou odchylku vysledkii dvou nezavislych experimentd.

Pevnost gelu (Pa)

S5 ST TS T

Typ jogurtové kultury

ce fazi nemisitelnych EPS produkovanymi bakteridlnimi
kmeny kultury TS. (Mende, Rohm et al. 2016)

V pfipadé jogurtu s rozmichanym koagulatem byl hod-
nocen nejprve vliv produkce EPS na mez toku vyrobku
po Castecném obnoveni struktury v zavislosti na teploté
(Obr. 2 A). Tuto veli€inu spotrebitel vnima pri nabirani
vyrobku na 1zicku a bezprostifedné po vlozeni sousta
do ust. (Janhgj, Petersen et al. 2006) Vysledky ukazuji
nepfiznivy vliv EPS na mez toku, kdy nejnizsi mez toku
maji jogurty kultury s obsahem bakteridlnich kment
s tahlovitou konzistenci (TT), ale prikazné sniZeni
(P<0,05) vykazuji i pfi pouziti kombinace kultur ST
a TS. Vyssi teplota rozmichani (resp. ndsledné obnovy
struktury) vedla podle ocekavani k prikazné (P<0,05)
vys$si hodnoté meze toku (Renan, Guyomarch et al. 2009)
s vyjimkou kombinace kultur TT, kde vyssi teplota ziejmé
vedla k separaci fazi a potlaceni obnoveni interakci mezi
¢asticemi koagulatu. (Mende, Rohm et al. 2016)

Hodnoty zdanlivé viskozity koaguldtu (Obr. 2 B),
které spotrebitel vnima pfi michdni vyrobku IZickou
a pak pfi rozmélnéni sousta v ustech, (Janhgj, Petersen
et al. 2006) vykazovaly podobnou zavislost na pouZitém
bakteridlnim kmenu jako reologické vlastnosti vyrobku
s nerozmichanym koagulatem. NejvysSich hodnot zdan-
livé viskozity (P<0,05) dosdhly vyrobky s kulturou TT
tvorené obéma tahlovitymi kmeny. V pocétecni i kone¢né
zdéanlivé viskozité vyrobkd rozmichanych v chladu
je ovSem, ve srovnani s nerozmichanym koagulitem,
priznivy vliv EPS produkovanych kulturou L. bulgaricus
CCDM 767 patrny pouze v kombinaci TT s kulturou Str.
thermophilus CCDM 144. Dalsi kombinace s tdhlovitou
kulturou (ST a TT) naopak vykazovaly sniZeni zdanlivé
viskozity. Ve vyrobcich rozmichanych pfi vyssi teploté
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(a tedy s naslednou obnovou struktury az pri postup-
ném sniZzovani teploty z teploty fermentace) se pak
vliv produkce EPS projevil vétSim zvySenim viskozity,
pticemz vliv L. bulgaricus CCDM 767 a Str. thermophilus
CCDM 144 je srovnatelny. Destrukce struktury koagulatu
pfi plisobeni mechanického namahani (pokles zdanlivé
viskozity po 5 minutich pisobeni smykové rychlosti)
byla ovSem niZs§i ve vyrobcich rozmichanych v chladu
(P<0,05) a naopak byla vyssi ve vyrobcich s kulturou Str.
thermophilus CCDM 144 (varianty TS a TT).

Zavér

Stanoveni obsahu exopolysacharidi sledovanych kme-
nd bakterii mléc¢ného kvaSeni a rozdilny vliv na reolo-
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Obr. 2 Vliv typu jogurtové kultury na reologické viastnosti vyrobku s rozmichanym koagulatem:
A) Mez toku; B) Zdanliva viskozita pfi smykové rychlosti 100 s (n; + 1, na pocatku; 1, po 5 minutach pasobeni

smykoveé rychlosti).

SS - Str. thermophilus CCDM 129 a L. bulgaricus CCDM 66;

ST - Str. thermophilus CCDM 129 a L. bulgaricus CCDM 767

TS — Str. thermophilus CCDM 144 a L. bulgaricus CCDM 66

TT — Str. thermophilus CCDM 144 a L. bulgaricus CCDM 767

Chybové usecky znazorriuji vybérovou smérodatnou odchylku vysledkii dvou nezavislych experimentd.

| rozmichano M za tepla

v chladu |

Mez toku (Pa)

Typ jogurtové kultury

B) 05

mn2(Pa:s]

@n1l[Pa:s]
04 pr=smre=e=ce=-

03

0,2

Zdanliva viskozita (Pa.s)

0,1

0,0

rozmichdno vchladu zatepla | vchladu zatepla | vchladu zatepla | vchladu zatepla

s ST TS ™
Typ jogurtové kultury

gické vlastnosti vyrobku pfi jejich kombinaci v jogurtové
kultufe potvrzuje jejich vyznam pii modifikaci textury
vyrobkil. Byl potvrzen pozitivni vliv EPS L. bulgaricus
CCDM 767 a Str. thermophilus CCDM 144 na reologické
vlastnosti jogurt. Kombinace rtiznych kmeni jogurtové
kultury vSak mize mit i negativni disledky pro vaznost
vody ¢i nékteré reologické vlastnosti koagulatu. To uka-
zuje na nutnost blizsi charakterizace sloZeni a dalSich
vlastnosti produkovanych exopolysacharida.

Podékovdni
Tato prace byla podpofena grantem Ministerstva ze-
médélstvi Ceské republiky v projektu QK22010186.
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