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Fermentabhility of commercial inulin type
fructans by lactobacilli and enterococci

Abstrakt

Sledovano bylo vyuziti tfi druhti komercnich fruktant
inulinového typu Orafti GR, Orafti Synergyl a Orafti P95
(BENEO™, Belgie) pii jejich fermentaci probiotickymi
kulturami Lactobacillus acidophilus CCDM 151, Lacto-

bacillus rhamnosus CCDM 150, Enterococcus durans
CCDM 922 a Enterococcus faecium CCDM 945 (Sbirka
mlékarskych mikroorganismi Laktoflora®, CR). Na zacatku
a na konci 16 hodinové fermentace pri optimalnich pod-
minkéach pro dany mikroorganismus byly urcovany: obsah
fruktant (metodou HPLC s RI detekci), pocet mikroorga-
nismu (klasickou plotnovou metodou) a pH substratu.
Z experimentalnich vysledka byl zjiStén vyznamny rozdil
mezi fermentaci fruktand laktobacily a enterokoky, pfi¢emz
obecné lze hodnotit vyuZivani fruktant laktobacily jako
vy$S§i nez vyuZivani v pfipadé enterokoki.

Klicova slova: fruktany, fermentace, laktobacily,
enterokoky

Abstract

Fermentability of three commercial inulin type fructans
Orafti GR, Orafti Synergyl and Orafti P95 (BENEO™,
Belgium) by probiotic cultures Lactobacillus acidophilus
CCDM 151, Lactobacillus rhamnosus CCDM 150, Ente-
rococcus durans CCDM 922 and Enterococcus faecium
CCDM 945 (Culture Collection of Dairy Microorganisms
Laktoflora®, Czech Republic) was evaluated. The content
of fructans (HPLC Method with RI detection), the bacterial
counts (by plate method) and pH of substrate were deter-
mined at the beginning and at the end of 16 hours fermen-
tation. The significant differences between both fructan
fermentations with lactobacilli or with enterococci were
found and the utilization by lactobacilli might be classified
as higher.

Key words: fructans, fermentation, lactobacilli, entero-
cocci

Uvod

Fruktany jsou polysacharidy, resp. oligosacharidy,
slozené z fetézcu D-fruktosy spojenych vazbou B-(1—2)
a zakoncenych jednotkou D-glukosy (Velisek 1999). Podle
puvodu je mozné je rozdélit do dvou skupin, a to
- pfirodni fruktany inulinového typu vyskytujici se
v rostlinnych materidlech (inulin a fruktooligosacharidy
vznikajici jeho hydrolyzou) a

- enzymové syntetizované fruktooligosacharidy, vznika-
jici ze sacharosy transfruktosylacni reakci enzymem
B-fruktosidasou.

Jejich chemicka struktura, vyskyt v pfirodnich mate-
ridlech, enzymova piiprava a primyslovd vyroba jsou
popsany v cetnych publikacich (Crittenden a Playne 1996;
Roberfroid a Delzenne 1998; Yun 1996; Hidaka a kol.
1986; Bohacenko a kol. 2010).

Fruktany, tj. inulin a fruktooligosacharidy (FOS) nejsou
hydrolyzovany travicimi enzymy v horni ¢asti lidského
zazivaciho traktu a jsou klasifikovany jako nestravitelné
sacharidy (Cummings a Roberfroid 1997). Pri dalsim pra-
chodu zazivacim traktem jsou metabolizovany mikroflérou
osidlujici tlusté stfevo, pricemz jako koncové produkty
vznikaji kyseliny mlécénd, octova, propionova, maselna,
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jantarova a pyrohroznova, prip. dalsi v zavislosti na bakte-
ridlnim druhu a dale stfevni plyny, predevsSim vodik,
sirovodik, oxid uhli¢ity a methan. Studiemi "in vitro"
s inokulaci fruktanti humannimi exkrementy (Hidaka a kol.
1991; Rycroft a kol. 2001) a "in vivo" klinickymi studiemi
s lidskymi dobrovolniky (Gibson a kol. 1995) bylo jedno-
znacné prokazano, Ze soucasné dochdazi k pozitivni stimu-
laci rGstu populace bifidobakterii, tj. Ze fruktany vykazuji
tzv. "bifidogenni efekt" (Roberfroid a kol. 1998).

Z vySe uvedenych divodl byly jiz v roce 1995 klasi-
fikovany jako "prebiotika" (Gibson a Roberfroid 1995), tj.
latky resistentni ke gastrické acidité a hydrolyze zaZivacimi
enzymy, které jsou fermentovany mikroflérou tlustého stre-
va, pricemz selektivné stimuluji rtst a/nebo aktivitu
vybranych bakterii, coZ jest spojeno se zlepSenim zdravi
a "wellbeing" hostitele. Tento status si, spolec¢né s galak-
tooligosacharidy a laktulosou (Macfarlane a kol. 2006),
zachovaly i v dalSich dvou revisich konceptu prebiotik
(Gibson a kol. 2004; Roberfroid 2007).

Fermentace fruktanti Cistymi probiotickymi kulturami
byla hloubégji studovdna u dvou nejvice frekventovanych
probiotik, a to laktobacilti (Kaplan a Hutkins 2000; Makras
a kol. 2005; Garcia a kol. 2007) a bifidobakterii (Perrin
a kol. 2002; Rossi a kol. 2005). Témito studiemi, pfi kterych
jiz byly v nékterych pfipadech analyticky sledovany i zmé-
ny obsahu fruktani béhem fermentace, bylo potvrzeno, Ze
schopnost metabolizovat fruktany je nejen druhové, ale
i kmenové specifickd, coz se vice projevuje u laktobacila
nez u bifidobakterii. Soucasné byly téZ pozorovany rozdily
v prubéhu jejich vyuzivani, kdy fruktooligosacharidy
s niZz§im polymeracnim stupném byly fermentovany vice,
resp. rychleji neZ inuliny s vysokym stupném polymerace.

Na zakladé vysledkl predchozich studii vyvozuji vyse
uvedeni autofi zavér, Ze rtizna schopnost vyuZzivani pre-
biotik ¢istymi probiotickymi kulturami je jejich dtleZitou
charakteristikou, které by méla byt v budoucich vyzkum-
nych pracich vénovana zvySena pozornost. Tato charakte-
ristika by pak méla byt respektovana pfi vybéru optimalni
kombinace pro- a prebiotik, zvlasté pri navrzich novych
funkcnich potravin se synbiotickymi vlastnostmi.

Cilem naSi prace bylo sledovat vyuziti tfi druht
komer¢nich fruktaniti inulinového typu pfi jejich fermentaci
dvéma probiotickymi kulturami laktobacilt a dale dvéma
kulturami enterokoki, u kterych byly téz prokazany jejich
probiotické vlastnosti (Nueno-Palop a Narbad 2011).

Material a pristroje

Prebiotické prepardty (BENEO™, Belgie)

Orafti GR, cekankovy inulin s polymeracnim stupném
(DP) 2 az 60 (pramérny DP > 10),
inulin: > 90 %/sus., volna glukosa + fruktosa: <4 %/sus.,

volna sacharosa: < 8 %/sus.

Orafti P95, produkt parcidlni enzymové hydrolyzy
¢ekankového inulinu (téZ oligofruktosa), DP 2 - 8, FOS:
> 932 %/sus., volna glukosa + fruktosa + sacharosa:
< 6,8 %/sus.

Orafti Synergyl, kombinace inulinu se selektivni délkou
fetézct a specifické frakce oligofruktosy, inulin + FOS:
90-94 %/sus., volna glukosa + fruktosa + sacharosa:
6-10 %/sus.

Enzymové prepardty

Fructanase mixture (exo-inulase 2000U/ml, endo-inulase
200 U/ml), (Megazyme, Irsko)

Probiotické kultury (Sbirka mlékarskych mikroorganis-
mu Laktoflora®, CR)

Lactobacillus rhamnosus CCDM 150 (zdroj: tvaroh, CR),
vyuziti: vyroba tvrdych syrt

Lactobacillus acidophilus CCDM 151 (zdroj: tableta
Biolacta - Texel, Francie)

Enterococcus durans CCDM 922 (zdroj: izolat, CR),
zvlastni znaky: tvorba extracelularnich polysachari-
dovych substanci - EPS, snizuje cholesterol v krvi)

Enterococcus faecium CCDM 945 (zdroj: suSena kultura
EFI-SACCO, Itélie)

Zivné piidy

MRS bujén pH 5,7 (Merck, SRN)

MRS agar pH 5,7 (MILCOM Tébor, CR)
M17 bujon dle Terzaghi (Merck, SRN)
M17 agar (MILCOM Tibor, CR)

Deproteinacni cinidlo

SloZeni: 91,0 g octan zinecnaty dihydrat, 54,6 g kyselina
fosfowolframova 24-hydrat, 58,1 g ledova kyselina octova,
vSe rozpusténo v 1000 ml destilované vody

Chromatograficky materidl

Kolona: Prevail Carbohydrate ES HPLC Polymer Column-
W, 250 x 4,6 mm, 5 um (Grace, USA)

Predkolona: Prevail Carbohydrate ES All-Guard Cartridge
(Grace, USA)

SPE kolonky Chromabond SB (Machary Nagel, SRN)

mikrofiltry 0,22 um.

Chemikdlie

glukosa, fruktosa, sacharosa, vie Cistoty p.a. (Fluka, Svycarsko)
acetonitril gradient grade (J.T.Baker, Holandsko)
univerzalni pepton M66 pro mikrobiologii (Merck, SRN)
kvasni¢ny extrakt suseny (MILCOM Tibor, CR)

masovy extrakt (MILCOM Tibor, CR)

B-glycerolfosfat (disodn4 siil) (Sigma-Aldrich, Svycarsko)
enzymaticky natraveny kasein (Imuna Pharm, SR)
polyoxyethylensorbitan monooleat (Tween 80), (Carl Roth
GmbH, SRN)

Pristroje

Sestava HPLC Waters, (pumpa 515, In-line Degasser AF,
termostat kolon, autosampler Waters 717 plus, Refractive
Index Detector Waters 2414)

pH metr inoLab (WTW, SRN)

elektro-magnetické michadlo se zdhfevem MST digital
(IKA, SRN)
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tfepaci vodni lazen (Memmert, SRN)

Minishaker MS2 (IKA SRN)

inkubator EN 055 s teplotou udrzovanou na 37 °C = 1 °C
inkubator BT 120M s teplotou udrzovanou na 30 °C = 1 °C
autoklav Tuttnauer

pH metr HACH, sklenéna elektroda Hamilton

Stanoveni fruktanii metodou HPLC

Princip stanoveni fruktani je zaloZen na chro-
matografickém urceni sumy glukosy a fruktosy v extraktu
vzorku pfed a po jeho hydrolyze fruktanasou.

Priprava vzorku

K 10,0 g rozmrazeného fermentovaného/nefermento-
vaného vzorku fruktanti v bujénech bylo v 25 ml odmérné
barce pridano 2,5 ml deproteinacniho ¢inidla a doplnéno
demineralizovanou vodou po znacku. Po promichani
a 1 hoding stani pifi pokojové teploté byl vzorek prefiltro-
van papirovym filtrem. Ze ziskaného Cirého roztoku byly
provadény dvé analyzy, a to

a) stanoveni obsahid volné glukosy, fruktosy a sacharosy

pred enzymovou hydrolyzou,

b) stanoveni obsaht glukosy a fruktosy po hydrolyze

fruktanasou.

Ad a) K 3-5 ml deproteinovaného filtratu byl pfidan Cisty
acetonitril (cca 25 % objemu filtratu) a smés prefiltrovana
SPE kolonkou Chromabond SB, prfipadné i mikrofiltrem
0,22 um. Ciry vzorek byl pouZit k chromatografické
analyze pro stanoveni volnych sacharidi pred hydrolyzou.

Ad b) K 1,25 ml deproteinovaného vzorku bylo ptfidano
0,25 ml enzymu fruktanasy. Smés byla inkubovana
30 minut pfi 40 °C v tfepaci vodni lazni za mirného
michani. Po vyjmuti z 1azn€ a ochlazeni byl pfidan Cisty
acetonitril (cca 25 % objemu vzorku). Po prefiltrovani SPE
kolonkou Chromabond SB, pfipadné i mikrofiltrem
0,22 um, byl vzorek pouzit k chromatografické analyze pro
stanoveni sacharid po hydrolyze.

Chromatografické podminky

sestava HPLC fy Waters s RI detektorem,

kolona: Prevail Carbohydrate ES s pfedkolonou Prevail
Carbohydrate ES

nastrik: 10 ul

pratok: 0,7 ml/min

teplota: 30 °C

mobilni faze: acetonitril-demin. voda 75 : 25 (% obj.)

Rozsifena nejistota stanoveni: = 0,2 %

Piiprava rustovych substrati, stanoveni poctu
MO a stanoveni pH

Pred vlastnim ockovanim substrati s prebiotiky byly
nakultivovany matecné kultury v bujonech pfipravenych
z komerc¢nich dehydratovanych médii. Kmeny CCDM 150
a 151 byly kultivovany v MRS bujénu pH 5,7 a kmeny

CCDM 922 a 945 v M17 bujénu. Pro vlastni pokusy
s vyuzivinim fruktand, resp. vybranych zdkladnich
sacharidf, probiotickymi kulturami pak byly pouZzity rts-
tové substraty pripravené z jednotlivych komponent vyse
uvedenych bujont, pri¢emz ptvodni cukerna slozka byla
nahrazena bud zakladnimi cukry (glukosa, fruktosa
a sacharosa), nebo komerénimi preparaty fruktanu.
Substriaty byly sterilovany pii teplot¢ 114 °C po dobu
15 minut, poté byly zchlazeny na kultivacni teplotu dle
pouzitych kment a byly ockovany 1 % matecné kultury.

Kultiva¢ni podminky: 37 °C/16 hodin pro kmeny CCDM
150, 151, 922, 945.

Stanoveni poctu mikroorganismti bylo provedeno kla-
sickou plotnovou metodou:

stanoveni laktobacila: CCDM 150 a 151 na MRS agaru

pH 5,7, kultivaéni podminky 37 °C/72 h;
stanoveni enterokokti: CCDM 922 a 945 na M17 agaru,
kultivacni podminky 37 °C/48 h.

U vzorkt bylo méfeno pH substrati pred kultivaci a na

konci fermentace potenciometricky.

Vysledky a diskuze

Zmény obsahu fruktani v komerc¢nich prebiotickych
preparatech, pfirastek poctu mikroorganismti a snizeni pH na
konci 16 hodinové fermentace za optimalnich podminek pro
jednotlivé druhy pouzitych probiotickych laktobacilii
a enterokokti jsou uvedeny v Tab. 1 - 3. Z prezentovanych
vysledkd je pak patrny vyznamny rozdil mezi fermentaci fruk-
tant laktobacily a enterokoky, pficemz obecné lze hodnotit
vyuZzivani fruktanti laktobacily jako vyssi nez u enterokoka.

Pokud se tyka laktobacilti, pak kmen Lactobacillus aci-
dophilus CCDM 151 vyuzival fruktany vice (cca 28 %
inulinu v Orafti GR, cca 30 % FOS v Orafti P95 a cca 28 %
smési inulinu a FOS v Orafti Synergyl). Kmen
Lactobacillus rhamnosus CCDM 150 vykazoval v obdob-
ném piipadé vyuzivani fruktanti nizsi, a to cca 23 % inulinu,
cca 21 % FOS a cca 24 % smési inulinu a FOS. Tento ndmi
nalezeny rozdil je podporovan jiz publikovanymi udaji
o specifickém vyuzivani prebiotik riznymi kmeny probio-
tickych bakterii. Tak napt. Kaplan a Hutkins (2000) uvadéji,
7Ze pouze 12 z 16 testovanych kmenu laktobacila bylo
schopno fermentovat FOS. Podobné Markas a kol. (2005)
pti zkoumani 10 kment laktobacilti nalezli 4 kmeny, které
vyuzivaly FOS a jen jeden kmen, ktery vyuZival i inulin.
Zde podotykame, Ze oba citovani autofi pouZivali k prikazu
fermentace fruktani pouze screeningovou metodu vybar-
vovani na specifické agarové pudé (Agar plate assay).

Soucasné nebyl u jednotlivych kment laktobacilt
pozorovan vyznamny rozdil mezi vyuzivanim fruktand
s rozdilnou délkou fetézce, tj. inulinu s vysokym DP
v Orafti GR, resp. Orafti Synergy 1, a FOS s nizkym DP
v Orafti P95, ktery je zminovan nékterymi autory (Markas
a kol. 2005; Rossi a kol. 2005).

Zmény poctu mikroorganismi, vyjadiené jako piirustek
log KTJ/ml na konci fermentace komercnich preparati
obsahujicich inulin nebo FOS, nevykazovaly v piipadé

Vi
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Tab. 1 Fermentace ORAFTI GR kmeny rodd Lactobacillus a Enterococcus

Parametr

Mikrobialni kmen

L. acidophilus GCDM 151

Obsah inulinu - 0 h [% hm.] 4,52
Obsah inulinu - 16 h [% hm.] 3,27
Agps INULIN [% hm.] 1,25
Ayt INULIN [%] 27,65
Pocet MO 0 h [log KTJ/ ml] 5,60
Pocet MO 16 h [log KTJ/ ml] 8,91
A poctu MO [log KTJ/ ml] 3,31
pH 0 h 6,13
pH 16 h 4,34
ApH 1,79

L. rhamnosus CCDM 150  Ent. faecium CCDM 945 Ent. durans GCDM 922

4,59 4,75 4,32
3,52 4,45 4,03
1,07 0,30 0,29
23,31 - -

5,40 5,45 5,11
8,85 8,48 8,04
3,45 3,03 2,93
6,13 7,19 7,19
4,10 5,75 5,93
2,03 1,44 1,26

Pozn.: Agys INUL.....absolutni spotieba inulinu = obsah inulinu v 0 hod. - obsah inulinu po 16 hod. fermentace

A INUL.....relativni spotfeba inulinu = 100 X Ay, INUL / obsah inulinu v 0 hod
Uvedené vysledky jsou primérné hodnoty ze dvou pokusi

Tab. 2 Fermentace ORAFTI Synergy1 kmeny rodti Lactobacillus a Enterococcus

Parametr

Mikrobialni kmen

L. rhamnosus CCDM 150  Ent. faecium CCDM 945 Ent. durans CCDM 922

L. acidophilus CDM 151

INUL.+ FOS 0 h [% hm.] 453
INUL.+FOS 16 h [% hm.] 3,28
Agps INUL.+FOS [% hm] 1,25
At INUL.+FOS [%] 27,59
Pocet MO 0 h [log KTJ/ ml] 5,63
Podet MO 16 h [log KTJ/ ml] 8,87
A poctu MO [log KTJ/ ml] 3,24
pHOh 6,06
pH16 h 4,25
A pH 1,81

4,36 4,59 4,41
3,34 4,25 4,08
1,02 0,34 0,33
23,39 - -

5,40 5,45 5,30
9,00 8,55 8,30
3,60 3,10 3,00
6,03 6,74 6,70
4,00 5,34 5,39
2,03 1,40 1,31

Pozn.: Agps INUL.+FOS....absolutni spotreba inulinu +FOS = obsah INUL.+FOS v 0 hod. - obsah INUL.+FOS po 16 hod. fermentace
A INUL.+FOS.....relativni spotfeba inulinu+FOS = 100 x A,ps INUL.+FOS / obsah INUL.+FOS v 0 hod

Uvedené vysledky jsou primérné hodnoty ze dvou pokusti

Tab. 3 Fermentace ORAFTI P95 kmeny rodd Lactobacillus a Enterococcus

Mikrobialni kmen

L. rhamnosus CCDM 150  Ent. faecium CCDM 945 Ent. durans CCDM 922

Parametr
L. acidophilus GDM 151

FOS 0 h [% hm.] 4,44
FOS 16 h [% hm.] 3,12
Agps FOS [% hm] 1,32
A FOS [%] 29,73
Pocet MO 0 h [log KTJ/ ml] 5,48
Pocet MO 16 h [log KTJ/ ml] 9,04
A poctu MO [log KTJ/ ml] 3,56
pH O h 5,97
pH16 h 4,29
ApH 1,68

4,43 4,37 4,36
3,51 3,65 3,80
0,92 0,72 0,56
20,77 16,48 12,84
5,40 5,40 5,04
8,72 8,77 8,49
3,32 3,37 3,45
5,95 6,49 6,48
4,04 4,70 4,85
1,91 1,79 1,63

Pozn.: Ay FOS....absolutni spotfeba FOS = obsah FOS v 0 hod. - obsah FOS po 16 hod. fermentace

Ay FOS.....relativni spotfeba FOS = 100 x Ay FOS / obsah FOS v 0 hod
Uvedené vysledky jsou primérné hodnoty ze dvou pokusti

pouziti jednotlivych kmenti laktobacild vyznamné rozdily
a Cinily v priméru 3,4 log KTJ/ml. Tomu odpovidaly
i nevyrazné rozdily mezi pocatecni a konecnou hodnotou
pH substratt na zacatku a konci fermentace, které se pohy-
bovaly v rozmezi hodnot cca 1,7 - 2,0.

Pokud se tyka fermentace fruktanti enterokoky, byla pri
jejich vyuzivani prokazana zavislost na pouZzitém pre-
biotickém preparatu s rozdilnou délkou sacharidového
fetézce. Fruktany (inulin) s vysokym stupném DP fermen-
tovany nebyly, nebot rozdily jejich obsahii v Orafti GR,

resp. Orafti Synergy 1, na zaCatku a konci fermentace
s obéma kmeny enterokokt se pohybovaly v rozmezi nejis-
toty stanoveni = 0,3 %. Signifikantné byly fermentovany
pouze FOS pritomné v Orafti P95, a to vice kmenem
Enterococus faecium CCDM 945 (cca 16 %) a méné kme-
nem Enterococcus durans CCDM 922 (cca 13 %).

Zmény poctu mikroorganismu na zacatku a konci fer-
mentace s obéma druhy enterokoku vykazovaly u inulinu
(Orafti GR a Orafti Synergy1) ponékud nizsi pfirastek cca
2,9 - 3,1 log KTJ/ml nez v ptipadé FOS (Orafti P95), kde
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Tab. 4 Spotreba glukosy, fruktosy a sacharosy pfi fermentaci
kmeny rod( Lactobacillus a Enterococcus

Mikrobialni A sacharidu [ % ]

kmen glukosa fruktosa sacharosa
L. acidophilus 444 78,1 75,9
CCDM 151

L. rhamnosus 43,8 46,7 32,6
CCDM 150

Ent. faecium 53,2 45,1 29,3
CCDM 945

Ent. durans 50,4 26,2 31,3
CCDM 922

Pozn.: A sacharidu [ % ].....relativni spotfeba sacharidu pfi fermentaci dle vzorce
Asach. =100(a-b)/a
a....0bsah sacharidu pred fermentaci [ % |
b....obsah sacharidu po fermentaci [ % ]
Uvedené vysledky jsou primérné hodnoty ze dvou pokusi.

byl zaznamenan priirtstek cca 3,4 log KTJ/ml. Taktéz
zména (pokles) pH byl pfi fermentaci obéma druhy
enterokokd u inulinu nizsi (v praméru 1,3) neZ u fermen-
tace FOS (v praméru 1,7).

Na tomto misté t€Z dodavame, Ze vysledky zmén obsahi
fruktani jako takovych mohou byt ¢astecné ovlivnény pii-
tomnosti zbytkové glukosy, fruktosy a sacharosy (celkem
6-9 %) v jejich komercnich preparatech. Tyto sacharidy
jsou probiotickymi kulturami taktéz velmi dobte vyuzivany
(Tab. 4), coz se muze projevit na pribéhu fermentace
komer¢nich prebiotik na bézi fruktant.

Zavérem lze konstatovat, Ze nami dosazené vysledky
tykajici se fermentace fruktanti laktobacily, jsou v dobré
shodé s jiz publikovanymi udaji (viz. diskuze). V pripadé
fermentace fruktanti enterokoky podobné srovnani prove-
deno byt nemohlo, nebot nebyl nalezen Zadny relevantni
literarni odkaz s touto problematikou. Z tohoto pohledu Ize
pak tyto nase vysledky povaZovat za originalni.

Prdce byly provedeny v rdmci projektu NAZV
Ministerstva zemédélstvi CR & QI 91B274
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Abstrakt

Studenti maji pozitivni pfistup k Siroké nabidce tuzemské
provenience a podpofe podnikatelské ¢innosti vyroby syra
v CR. Eidam je patrné nejobliben&jsim syrem, bohuZel
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