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1. Uvod

V priebehu rokov sa empiricky prislo na to, Ze konzu-
macia urcitych potravin, ako st mlie¢ne produkty priro-
dzene obsahujlice mikroorganizmy, pozitivne ovplyviuje
zdravotny stav organizmu. To vedie k zdmernému uziva-
niu prospesnych baktérii, ¢i uz prostrednictvom potravin,
doplnkov stravy alebo liekov, ¢o mé pozitivny vplyv na
celkovy zdravotny stav a pohodu hostitel’a. Tieto prospes-
né mikroorganizmy, zname ako probiotikd, si definované
Svetovou zdravotnickou organizaciou ako ,,zivé mikroor-
ganizmy, ktoré ak si poddvané v primeranom mnozstve,
poskytuji zdravotné vyhody hostitelovi“' . Prebiotika st
nestravitel'né zlozky potravy, ktoré podporuju rast a zivo-
taschopnost’ probiotik. V stcasnej dobe st dostupné infor-
macie o probiotickych baktériach a ich G¢inkoch. Zaroven
sa zistuje, Ze nielen samotné druhy baktérii, ale aj rozne
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d’alSie faktory, ako napr. ich schopnost’ tvorby exopolysa-
charidov, biofilmov a podobne, vo vyznamnej miere
ovplyviuji pozitivny ucinok probiotik. Probiotické bakté-
rie su schopné produkovat’ rozne biologicky aktivne latky,
z ktorych sa venuje popredna pozornost’ najméi exopolysa-
charidom pre ich vyznamné mnohostranné ucinky aj
na makroorganizmus®.

2. Charakteristika exopolysacharidov
produkovanych baktériami mliecneho
kvasenia

Skupina baktérii mlie¢neho kvasenia pozostidva
z grampozitivnych baktérii so spolo¢nymi morfologicky-
mi, fyziologickymi a metabolickymi vlastnostami. Ide
o nesporulujuce, fakultativne anaerdébne alebo mikroaero-
tolerantné koky alebo palicky, ktoré fermentuju sacharidy
za vzniku kyseliny mlie¢nej, pripadne dalSich
metabolitov”.

Polysacharidy (PS) su biopolyméry Siroko rozsirené
v prirode. Ich vyskyt je zdokumentovany vo vsetkych or-
ganizmoch (zvierata, rastliny, huby a baktérie), rovnako
ako aj ich biologické funkcie, ako je skladovanie energie
(Skrob), Struktura bunkovej steny (celuléza) ¢i mobilna
komunikicia (glykozaminoglykéany). Tieto makromoleku-
ly maju vysoku molekulovi hmotnost’, ktora nickedy dosa-
huje az niekol’ko miliénov Daltonov; mézu byt substituo-
vané necukornymi substituentami, pricom dosahuju linear-
ne alebo rozvetvené Struktury, ktoré vedu napr. k ich Spe-
cifickému spravaniu v roztoku.

Polysacharidy produkované mikroorganizmami mézu

byt klasifikované do troch hlavnych skupin podla ich
umiestnenia v bunke:
cytozolové polysacharidy (poskytuju uhlik a energiu
pre bunku);
polysacharidy tvoriace bunkové steny (peptido-
glykany, teichoové kyseliny a lipopolysacharidy);
polysacharidy uvolilované do extraceluldrneho pro-
stredia vo forme kapsul alebo biofilmu, zname ako
exopolysacharidy®.
Exopolysacharidy (EPS) st umiestnené v extracelu-
larnom médiu bez kovalentného ohranicenia bakterialnou
membranou. Medzi popisované ulohy EPS patri napr.
ochrana bakteridlnych povrchov, pri interakciach s inymi
bakterialnymi povrchmi slizia ako substrat ¢i lepidla, ako
ochranné prostriedky proti vonkajSiemu prostrediu, ako
latky pre bakterialne agregacie v rhizosfére, ako stavebné
stabilizatory v biofilme, ¢ ako signalne molekuly’. Nie-
ktoré bakteridlne polyméry st vyuzivané ako aditiva
v potravinarskom priemysle (xantan, gellan a curdlan)™*’.
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Priblizne 30 druhov laktobacilov je opisanych ako
producenti EPS. Medzi nimi su najznamejSie L. casei,
L. acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L. delbrueckii bulga-
ricus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. plantarum, L. john-
sonii, atd’. (cit.”).

Rozoznavame exopolysacharidy vylu¢ované do pro-
stredia (r-EPS — Released Exopolysaccharides) a exopoly-
sacharidy viazané k stene bunky (c-EPS — Cell-Bound
Exopolysaccharides). EPS produkované u niektorych pro-
biotickych kmenov znazoriiuje tab. 1. Podla zloZenia sa
EPS delia do dvoch skupin: homopolysacharidy (homo-
EPS) a heteropolysacharidy (hetero-EPS). Homo-EPS su
tvorené z jedného typu monosacharidu, ako napriklad dex-
tran I (obr. 1) alebo levan II (obr. 2), kym hetero-EPS su
zlozené z roznych typov monosacharidov®'®!!.

Referat

Homopolysacharidy

Medzi dve dolezité skupiny homo-EPS produkova-
nych baktériami mlie¢neho kvasenia patria: 1. a-glukény,
pozostavajuce hlavne z a-1,6- a a-1,3-viazanych glukozo-
vych jednotiek; napriklad dextrany I produkované Leuco-
nostoc mesenteroides ssp. mesenteroides a Leuconostoc
mesenteroides ssp. dextranicum a mutany produkované
Streptococcus mutans a Streptococcus sobrinus; a 2. fruk-
tany, zlozené prevazne z B-2,6-viazanych molekul frukto-
zy, ako je napriklad levan produkovany Streptococcus
salivarius.

Spolo¢nym znakom vSetkych dextranov je prevaha
a-1,6-vizby s vetvenim v polohach 2, 3, alebo 4 (cit?s).
Niektoré kmene Leuconostoc mesenteroides™ a Lactoba-
cillus curvatus® si uvadzané ako dextran I produkujiice
kmene. Mutan III (obr. 3) je glukan syntetizovany rozny-

Obr. 1. Millsov vzorec dextranu /

Tabulka I
Produkcia r-EPS a c-EPS u niektorych probiotickych kmenov

Kmen

Lactobacillus plantarum 70810

L. acidophilus A4

Enterobacter cloacae (Cislo GenBank, GQ426323)
Bifidobacterium animalis ssp. lactis ADO11
L. reuteri SK24.003

Pseudomonas fluorescens WR-1
Streptococcus macedonicus Sc 136

L. delbrueckii ssp. bulgaricus OLL1073R-1
L. brevis KB290

L. acidophilus 606

L. plantarum EP56

EPS Lit.
r-EPS 12,13
r-EPS 14
r-EPS 15
r-EPS 16
r-EPS 17
r-EPS 18
r-EPS 19
r-EPS 20
c-EPS 21,22
c-EPS 23
c-EPS 24
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Obr. 2. Millsov vzorec levanu 11

mi sérotypmi Streptococcus mutans, a 1isi sa od dextranu
tym, ze obsahuje vysoké percento a-1,3-vdzieb. Rozdiely v
dosledku rozpustnosti vyplyvaji z pomeru réznych typov
védzieb; vo vode rozpustné glukény su bohaté na a-1,6-
vézby, pricom vo vode nerozpustné glukany su bohaté na
a-1,3-viizby®. Pozitie mutanov bolo spojené so zubnym
kazom, pretoze nerozpustné mutany moézu adherovat’ na
zuby, a tym pomahat’ mikroorganizmom zostat’ na povrchu
zubov. Alternan IV (obr. 4) ma alternativne a-1,6- a a-1,3-
vézby, a tato Struktira je zodpovednd za jeho charakteris-
tické fyzikalne vlastnosti, vratane vysokej rozpustnosti
a nizkej viskozity. Levan II je EPS vyrabany zo sacharozy,
ide o fruktan zlozeny z B-2,6-viazanych molekul fruktozy
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Obr. 3. Millsov vzorec mutanu 117

s niektorymi [B-2,1-vdzbami. Inulin je fruktdn zloZeny
z B-2,1-viazanych molekul fruktdézy s niektorymi B-2,6-
spojenymi vetvami produkovany napr. Streptococcus mu-
tans. Inulin produkovany baktériami sa lisi od inulinu rast-
linného povodu svojou rozvetvenou Struktirou a vyrazne
vy§Sou  molekulovou  hmotnostou.  Streptococcus
salivarius®®, Leuconostoc mesenteroides™ a Lactobacillus
reuteri’® su levan IT produkujice baktérie mlie¢neho kva-
senia. Lactobacillus sanfranciscensis TMW 1.392 produ-
kuje fruktan®'.

Medzi linearne homopolysacharidy patria napr. pullu-
lan (zloZeny z glukodzy tvoriacej maltotridzové opakujiice
sa jednotky) a curdlan (nerozpustny, zlozeny z 400-500
D-glukézovych zvyskov spojenych B-(1—3)-glykozidickymi
viizbami)®. Lactobacillus amylophilus produkuje pulluldn
a curdlan je produkovany Agrobacterium spp.>.

Obr. 4. Millsov vzorec alternanu IV

w
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Heteropolysacharidy

Heteropolysacharidy su zloZené z pravidelne sa opa-
kujucich jednotieck 3-8 rdéznych sacharidovych skupin
syntetizovanych zvycajne vo vnutri bunky®'’. St zlozené
z roznych typov monosacharidov, predovsetkym
D-glukézy, D-galaktézy, L-rhamnézy a ich derivatov''.
Preukazuju mala Struktirnu podobnost’ a ich produkcia je
ovplyvnena bakteridlnym rastom, jeho fazou, zlozenim
média (zdroj uhlika a dusika), pH a teplotou®; mézu byt
produkované Lactococcus spp. a Lactobacillus spp., pri-
¢om zohravaji klucova tlohu v potravinarskom
priemysle®. Medzi kmene baktérii mlie¢neho kvasenia
produkujuce hetero-EPS patria Streptococcus thermophi-
lus, Lactococcus lactis, Lactobacillus delbrueckii, L. hel-
veticus, L. rhamnosus, L. plantarum, L. pentosus, L. para-
casei, L. kefiranofaciens a iné (cit."").

3. Utinky exopolysacharidov produkovanych
baktériami mlie¢neho kvasenia

Okrem technologickych vyhod ako je zlepsenie reolo-
gickych vlastnosti fermentovanych potravin (viskozita
a pruznost), d’alej ich mozné vyuzitie ako prirodné zahus-
tovadld, emulgétory, latky na tvorbu gélov, fyzikélne sta-
bilizatory a pod., maji EPS syntetizované baktériami
mlie¢neho kvasenia priaznivé fyziologické u¢inky na zdra-
vie a opisané su najmi ich protinadorové, antivredové,
imunomodula¢né ucinky, ¢i schopnost’ znizovat” hladinu
cholesterolu''%".

Imunomodulaéné ucinky a najmi ich interakcie
s ¢revnymi epitelidlnymi bunkami boli popisané u EPS
(vyluovanych do ich okolitého prostredia pocas rastu)
izolovanych z Lactobacillus acidophilus ssp. 5¢2 a Lacto-
bacillus helveticus ssp. Rosyjski>. Shao a spol.* potvrdili
potencialnu imunomodula¢nu aktivitu EPS kmena Lacto-
bacillus rhamnosus KF5 stimuldciou splenocytovej proli-
feracie in vitro. Boli potvrdené imunostimulacné ucinky
EPS produkovanych Lactobacillus delbrueckii ssp. bulga-
ricus (L. bulgaricus) (cit.*®).

Vysledky naznacuju, ze c-EPS produkovany L. plan-
tarum 70810 mo6ze byt vhodny na pouzitie do funkénych
potravin a prirodnych protinadorovych liegiv'?. Kim
a spol.”® popisali mechanizmy, ktorymi probiotické bakté-
rie indukuji smrt nadorovych buniek prostrednictvom
autofagie. EPS izolované z Lactobacillus acidophilus 606
priamo ovplyviiuju morfologiu buniek a nie bunkovy cyk-
lus, ¢o skamali na bunkovej linii HT-29 karcindmu hrubé-
ho creva.

Antioxida¢né ucinky boli preukdzané u EPS produko-
vanych Pseudomonas fluorescens WR-1 (cit.'®) a u EPS
z probiotického kmena Enterococcus faecium (BDUT)
z Ngari (,,Ngari“ je tradi¢na fermentovana ryba z Indie),
pricom sa uvaZuje o jej terapeutickej hodnote pri lieeni
7aludoénych vredov*.

EPS z L. rhamnosus E/N moze byt pouZity ako na-
stroj na odstraiiovanie iénov tazkych kovov z vodného
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roztoku, ¢im sa =zabrani ich absorpcii z gastro-
intestinalneho traktu do krvného obehu. Povrchova adsorp-
cia kovovych iénov na povrchu EPS bola potvrdena sni-
macou elektronovou mikroskopiou™'.

3.1. Anti-adhezivne vlastnosti exopolysacharidov
(anti-biofilm activity)

Vicsina druhov baktérii produkuje biofilm pocas ich
rastu v Zivotnom prostredi***. Tvorba biofilmu je vyz-
namnym problémom v mnohych oblastiach, od priemysel-
nych korézii a biologického znegistenia®’, po chronické
a nozokomialne infekcie***”.

Biofilmy sa podiel'aju na viac ako 80 % chronickych
infekcii sposobenych baktériami, vratane otitidy, endokar-
ditidy, infekcidch mocovych ciest a pl'iic, aj na infekciach
u pacientov s cystickou fibrozou*®*.

Biofilmy vyvinuté na prirodnych tkanivach (koza,
sliznica, endotel, epitel, zuby, kosti) alebo umelych zaria-
deniach (centralne zilové, peritonedlne a mocCové katétre,
dentalne materialy, srdcové chlopne, vnutromaternicové
antikoncepcné prostriedky, kontaktné SoSovky, roézne typy
implantatov) zahfiiajii 60 az 85 % vSetkych mikrobidlnych
infekcii*®*’. Biofilmy sa zaroveih mdzu podielat aj na re-
zistencii baktérii voci antibiotikdm.

Biofilm je Strukturované konzorcium baktérii vloze-
nych do samoprodukovanej polymérnej matrice zloZenej
z polysacharidov, bielkovin a extracelularnej DNA. Bakte-
ridlne biofilmy su rezistentné na antibiotikd, dezinfekéné
chemikalie, fagocytdézu a iné¢ zapalové obranné systémy
organizmu. Je zndme, Ze pretrvavanie stafylokokovych
infekcii spojenych s cudzimi telesami je v dosledku tvorby
biofilmu. Rovnako aj chronickd infekcia plic vyvolana
Pseudomonas aeruginosa u pacientov s cystickou fibrézou
je spdsobena rastom mukoidnych kmenov biofilmu. Nedo-
chadza k prechodu zivin a kyslika z vrcholu az na dno
biofilmov a wu bakteridlnych buniek umiestnenych
v oblastiach chudobnych na Ziviny dochadza k poklesu
metabolickej aktivity. Tieto ,,spiace bunky* sit zodpovedné
za niektoré tolerancie voci antibiotikdm. Baktérie v biofil-
me komunikujii pomocou molekul, ktoré aktivuju niektoré
gény zodpovedné za produkciu faktorov virulencie a do
istej miery aj Struktary biofilmu. Tento jav sa nazyva
»quorum sensing“ a zavisi od koncentracie molekul
a poctu baktérii. Slubne sa v tomto pripade javi pouzitie
zI0Cenin, ktoré moéZu rozpustit matricu biofilmu,
a pouzitie inhibitorov ,,quorum sensing®, ktoré¢ zvySuju
citlivost’ biofilmu na antibiotiké a fagocytozu*’.

Bakteridlne EPS sprostredkivaji mnohé interakcie,
ktoré st potrebné pre vytvorenie, sidrznost’ a stabilizaciu
bakterialnych biofilmov. Niektoré bakteridlne polysachari-
dy inhibuju tvorbu biofilmu v Sirokom spektre baktérii
a hub, a to ako in vitro aj in vivo®'. Bolo preukézané, ze
bakteridlne interferencie prostrednictvom signalnych mo-
lekul a povrchovo aktivnych latok antagonizuju tvorbu
biofilmu, ¢o naznacuje, Ze non-antibiotické molekuly pro-
dukované pocas konkurencnych interakcii medzi baktéria-
mi by mohli byt’ pouzité na redukciu biofilmu’?.
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Sayem a spol.* identifikovali PS zlozeny z jednodu-
chych monomérnych jednotiek a-D-galaktopyranozyl-
(1-2)-glycerol-fosfat, ktory vykazoval anti-biofilmovi
aktivitu proti radu patogénnych a nepatogénnych kmenov
baktérii bez baktericidnych uc¢inkov. Polysacharid bol ex-
trahovany z kmena Bacillus licheniformis z morského or-
ganizmu Spongia officinalis. OSetrenie abiotickych po-
vrchov tymto PS znizuje pociato¢nu prilnavost’ a vyvoj
biofilmu u kmenov ako E. coli PHL628 a Pseudomonas
fluorescens.

Antibiofilmové polysacharidy boli izolované aj zo
supernatantov rdoznych baktérii mliecneho kvasenia. Poly-
sacharid izolovany zo supernatantov z L. acidophilus A4
inhiboval tvorbu biofilmu E. coli, Salmonella spp., Y. ente-
rocolitica, P. aeruginosa, L. monocytogenes a Bac. cereus
v statickom a prietokovom bunkovom reaktore'.
L. acidophilus sa bezne vyskytuje v gastrointestinalnom
trakte T'udi a zvierat, ustach a posve. Zubny kaz vznika
nerovnovahou metabolickej aktivity v zubnych biofil-
moch, ktoré vznikaju predovsetkym pdsobenim Strepto-
coccus mutans. Wu a spol.” analyzovali 64 kmeiov Lacto-
bacillus salivarius (vyskytujici sa v Tudskych slinach)
a zistili, ze dva kmene, K35 a K43, vyznamne inhibuju
tvorbu biofilmu Str. mutans.

3.2. Prebiotické vlastnosti izolovanych
exopolysacharidov

Zvyseny pocet bifidobaktérii a/alebo laktobacilov
v hrubom ¢reve ma priaznivy U€inok na zdravie. Ako pre-
biotika boli definované rozne oligosacharidy, ktoré mézu
zvySovat’ poCty Bifidobacterium spp. v hrubom creve.
Galaktooligosacharidy a fruktooligosacharidy st povazo-
vané za doleZzité prebiotikd. Medzi d’alSie sacharidy pova-
zované za prebiotika patria gluko-oligosacharidy, isomalt-
oligosacharidy, laktuloza, mannan-oligosacharidy''.

Exopolysacharidy syntetizované pomocou baktérii
mliecneho kvasenia maji prebiotické vlastnosti (napr.
2-(1,3)-B-D-glukany) a prispievaji aj k reologii a texture
fermentovanych potravin. Werning a spol.** standardizova-
li imunologicki metodu pre Specificki detekciu
2-substituovanych (1,3)-B-D-glukanov. Metdda umoziuje
priamu detekciu a kvantifikaciu tohto EPS v supernatante
s obsahom inych mono- a polysacharidov. Metéda umoz-
fuje rychlu identifikaciu produktov baktérii aj biochemic-
ka charakterizaciu glykozyltransferdz zodpovednych za
ich syntézu.

Nie je zname, ktoré¢ oligosacharidy st najvhodnejsie
ako substraty pre selektivny rast konkrétnych prospesnych
druhov alebo kmeniov. Boli navrhnuté metddy na zistenie
potencialnej prebiotickej aktivity oligosacharidov® ™.
o-D-Glukan produkovany Lactobacillus plantarum DMS5
moze slazit’ ako potencidlna prebiotickd latka pre potravi-
narske vyrobky. Prebioticka aktivita tohto glukanu bola
potvrdena zvySenym rastom probiotickych baktérii ako
Bifidobacterium infantis a Lactobacillus acidophilus, pri-
¢om nedoslo k rastu patogénnych baktérii ako st Escheri-
chia coli a Enterobacter aerogenes™.
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3.3. Vplyv exopolysacharidov na prospesné/
patogénne baktérie traviaceho traktu

Exopolysacharidy vd’aka svojej zvySenej viskozite
v potravinach mozu ostat’ dlhsi ¢as v gastrointestindlnom
trakte, a preto st prinosom pre prechodnii kolonizaciu
probiotickymi baktériami''>*.

Interakcie medzi druhmi Bifidobacterium a Bacteroi-
des v kofermentaciach su ovplyvnené uhlikovymi zdrojmi,
vratane EPS produkovanych bifidobaktériami. Rios-
Covian a spol.” poukazujii na vyznam interakcii s ohla-
dom na Specificky bakterialny druh a kmen. V pritomnosti
glukdzy bol napriklad rast Bacteroides thetaiotaomicron
DSM-2079 inhibovany Bifidobacterium breve, ale nezme-
nil sa v pritomnosti Bifidobacterium longum. Bacteroides
fragilis DSM-2151 prispel k vyS$Siemu prezivaniu Bifido-
bacterium longum podporou zmeny v syntéze mastnych
kyselin s kratkym retazcom a d’alSich organickych kyselin
v kokultivacii v porovnani s monokultirou.

Li a spol.? vo svojej stadii skimali antioxidadné
a antibakterialne ucinky EPS produkovanych Bifidobacte-
rium bifidum WBINO3 (B-EPS) a Lactobacillus planta-
rum R315 (L-EPS). Pre hodnotenie antioxidacnej aktivity
bolo pouzité vychytavanie 1,1-difenyl-2-pikrylhydrazyl
(DPPH) radikélov, hydroxylovych radikdlov a super-
oxidovych radikalov. Okrem toho bola merana inhibicia
hemolyzy erytrocytov a peroxidacie lipidov. EPS produko-
vané obidvoma kmefimi mali silni schopnost’ zachytavat
DPPH a superoxidové radikadly vo vysokej koncentrécii.
Inhibi¢ny ucinok B-EPS na hemolyzu erytrocytov bol sil-
nejsi ako u L-EPS, zatial' ¢o schopnost’ zachytavat’ hydro-
xylové radikaly bola u L-EPS vyznamne vysSia. Vsetky
tieto schopnosti boli rozvijané v zavislosti od koncentra-
cie. Agar difuzny test ukazal, ze obe EPS vykazovali anti-
bakteridlne ucinky proti testovanym patogénom, ako si
Cronobacter sakazakii, Escherichia coli, Listeria monocy-
togenes, Staphylococcus aureus, Candida albicans, Bacil-
lus cereus, Salmonella typhimurium a Shigella sonnei.
Mozno povedat, ze oba EPS maju antimikrobidlne
a antioxida¢né ucinky a mézu byt aplikované v potravinar-
skom priemysle®.

4. Zaver

Zvyseny zaujem sa v sicasnosti orientuje na produkty
prospesnych (probiotickych) baktérii, ktoré¢ su schopné
rozruSovat’, pripadne eradikovat' biofilmy patogénnych
baktérii s perspektivou pouzitia vo farmaceutickom a po-
travindrskom priemysle ako alternativa antibiotik. Medzi
takéto produkty s antibiofilmovou aktivitou patria EPS.
Vyznamné s aj ich imunostimulatné a dalSie zdraviu
prospesné ucinky, ¢i mozné vyuzitie pre zlepSenie vybra-
nych vlastnosti fermentovanych potravin. Vyskum uvede-
nych latok si zaslizi aj v budicnosti zvlastnu pozornost’.

Tato praca bola podporovand Agentirou na podporu
vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢. APVV-15-0377.
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of Microbiology and Immunology, University of Veterinary
Medicine and Pharmacy in KoSice, Slovak Republic:
Exopolysaccharides as Important Probiotic Products

Probiotics are beneficial microorganisms, defined as
"live microorganisms which, when administered in a rea-
sonable amount, provide health benefits for the host". Not
only the types of bacteria themselves, but also various
other factors such as the ability to produce exopolysaccha-
rides, biofilms, etc. significantly affect the positive effect
of probiotics. Probiotic bacteria are extremely efficient in
the production of biologically active substances — exopoly-
saccharides. These substances are important for their mul-
tilateral effects on the human organism. Significant prop-
erties of the exopolysaccharides produced by the lactic
acid bacteria include anti-biofilm activity, prebiotic prop-
erties and other impacts of these substances on both bene-
ficial and pathogenic bacteria of the digestive tract.

Keywords: exopolysaccharides, biofilm, lactic acid
bacteria, probiotic bacteria



