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Szczep Leuconostoc mesenteroides, zawierajaca go kultura starterowa do prowadzenia

zakwasu i zastosowanie szczepu oraz kultury starterowej do wytwarzania pieczywa

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127,
zdeponowany w Kolekcji Kultur Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemyshu Rolno-
Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego w Warszawie pod numerem KKP 2064p oraz
zawierajaca go kultura starterowa.

W mace i zakwasach piekarskich stwierdza si¢ obecnos¢ okolo 50 gatunkow bakterii
fermentacji miekowej (LAB), w tym gléwnie z rodzajow Lactobacillus, Weissella i
Pediococcus

Whasciwosci LAB z tych rodzajow umozliwiajg im adaptacje do srodowiska ciasta, a
ich metabolity przyczyniaja si¢ do ksztaltowania wlasciwosci reologicznych i
organoleptycznych ciasta oraz jakosci sensoryczne)j pieczywa. Zwigzane jest to z mozliwoscia
wykorzystywania przez LAB roznych zrodet wegla i akceptorow elektronéw, a takze
przeksztalcaniem aminokwaséw w zwigzki tworzace aromat pieczywa.

Jedng z wlasciwosci niektorych szczepow bakterii fermentacji mlekowej,
wykorzystywang w produkcji (technologiil) zywnosci, jest zdolno$¢ do syntezy
egzopolisacharydow (EPS). EPS sa polimerami sacharydowymi, ktére pelnig rozmaite
funkcje w komodrkach bakteryjnych, mig¢dzy innymi chronia je przed niekorzystnym
wplywem srodowiska, czynnikami biologicznymi lub ulatwiaja kolonizacj¢ nowego
$rodowiska. Syntetyzowane przez bakterie egzopolisacharydy (EPS) dzialajac jako naturalne
hydrokoloidy, zapobiegaja utraciec wody i poprawiajag tekstur¢ Zzywnosci bez zmiany
wiasciwosci produktu. W zywnosci EPS stanowig dobrg alternatywe w stosunku do innych
dodatkow z grupy hydrokoloidow i wplywaja na poprawe lepkosci i stabilnosci produktow.
Obecnos¢ egzopolisacharydow pochodzenia mikrobiologicznego w zywnosci zaréwno
konwencjonalnej jak i ekologicznej moze by¢ szczegdlnie cenna z uwagi na tendencj¢ do
ograniczania wszelkich dodatkéw — zasada ,.clean label”. Opisane zostaly ponadto
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wlasciwosci prozdrowotne EPS polegajace na selektywnym stymulowaniu wzrostu i
metabolizmu bakterii z rodzaju Bifidobakterium bytujacych w jelitach cztowieka, i w efekcie
na stymulacj¢ ukladu odpornosciowego Struktura, sklad i1 lepkos¢ EPS zaleza przede
wszystkim od szczepu bakterii, a ponadto od skladu podloza hodowlanego, obecnosci soli
mineralnych i pierwiastkow $ladowych, a takze warunkéw hodowli - pH i temperatury.
Zdolnosé bakterii do syntezy EPS koduje grupa (cluster) specyficznych genéw eps o duzej
zmiennosci. Kluczowa rol¢ w produkcji EPS odgrywaja enzymy z grupy glukano-sacharaz,
na ktorych aktywnos¢ wplywa sklad weglowodanéw maki, zwlaszcza obecnos¢ efektywnych
akceptor6w weglowodanow — jak maltoza i fruktoza.

Szczep bakterii fermentacji mlekowe)j bedacy przedmiotem wynalazku wyizolowano z
maki pszennej caloziarnowej poddanej fermentacji spontanicznej. W wyniku tej selekcji
otrzymano grup¢ nowo wyizolowanych szczepéw bakterii fermentacji mlekowej (LAB)
nalezacych do gatunku Leuconostoc mesenteroides i blisko spokrewnionego gatunku
Leuconostoc  citreum. Na podstawie badania zdolnosci do  syntetyzowania
egzopolisacharydow nieoczekiwanie stwierdzono, ze nowy, nieopisany wczesnie) szczep
Leuconostoc mesenteroides wykazuje zdolnos¢ do syntezy EPS-dekstranu z wysoka
efektywnoscia, a takze nadaje zakwasowi piekarskiemu korzystne cechy reologiczne i
nast¢pnie wplywa pozytywnie na teksture pieczywa.

Szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2064p. wedlug wynalazku zostal
wyizolowany z zakwasu przygotowanego z maki pszennej (wydajnos¢ zakwasu 200% tj
maka i woda w stosunku 1:1). Zakwas utrzymywano w temperaturze 22°C i odnawiano co
24h poprzez zaszczepienie nowej porcji maki i wody dojrzalym zakwasem, w ilosci 20%.
Izolacj¢ szczepu przeprowadzono poprzez wielokrotne pasazowanie (selekcje) pojedynczych
kolonii rosnacych na podtozu MRS zawierajagcym maltozg jako zrodlo wegla. Afiliacje
taksonomiczng szczepu bakterii do gatunku Leuconostoc mesenteroides, potwierdzono na
podstawie poréwnania z sekwencjami bakteryjnych odcinkéw 16S rDNA, zdeponowanymi w
bazie GenBank i stwierdzenia ich zgodnosci w 99%. Wyniki analizy genetycznej odcinka 16S
rDNA okreslonego niniejszym wynalazkiem szczepu Leuconostoc mesenteroides
przedstawia SEQ ID NO.1.

Bakterie nalezace do gatunku Leuconostoc tworzg (lacznie Oenococcus i Weissella) w
obrebie bakterii fermentacji mlekowej (lactic acid bacteria -LAB) tak zwang leuconostoc
group. Bakterie nalezace do tego gatunku s3 Gram-dodatnie, nie tworza przetrwalnikow, ich
ksztalt jest okragly lub wydtuzony, sa beztlenowe lub mikroaerofilne. Metabolizm



10

15

20

3
weglowodanéw ma w ich przypadku charakter heterofermentatywny, a jego gléwnym
produktem jest kwas mlekowy. Powstajace w wyniku heterofermentacji cukrowcow kwas
octowy i inne uboczne produkty fermentacji majg wplyw na wiasciwosci technologiczne
zakwasOw i ciast takie jak kwasowo$¢ miareczkows i pH.

Biorgc pod uwage doniesienia literatury naukowej mozna stwierdzié, ze wysoki
poziom syntezy EPS jest cechg spotykang u szczepow bakterii z gatunku Leuconostoc
mesenteroides jednak dotyczy przede wszystkim szczepow charakterystycznych dla takich
srodowisk jak mleko i przetwory mleczne, kapusta kiszona, L. mesenteroides wystgpuje
réwniez w napojach gdzie moze by¢ przyczyng ich psucia sig.

Szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2064p. wedlug wynalazku
charakteryzuje si¢ zdolnoscig do wzrostu w temperaturze 22°C na takim samym poziomie jak
w standardowej dla bakterii mezofilnych temperaturze 30°C. Wzrost tego szczepu w podiozu
MRS, w poréwnaniu do innych szczepéw nalezacych do gatunku Leuconostoc mesenteroides,
wyizolowanych uprzednio ze $rodowisk maki i ciast zakwasowych, przedstawiono na
rysunku 1.
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Rysunek 1. Wzrost wybranych szczepéw Leuconostoc mesenteroides w temperaturach
22°C i 30°C.
Efektywnos$¢ syntezy egzopolisacharydow badanych szczepéw LAB oceniano po hodowli w
podiozu zawierajagcym sacharoze jako jedyne zrédlo sacharydow tj. zmodyfikowanym
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podiozu MRS o skiadzie w g 1"': sacharoza 20g bactopepton 5 g, ekstrakt drozdzowy 5 g,
K>HPO;4 15g, MnCl, 0,01g, NaCl 0,01, CaCl, 0,05, pH ustalone na 6,5 przed sterylizacja).
Hodowle prowadzono w podiozu MRS plynnym przez 18 godzin w temperaturze 30°C,
nastepnie obliczano liczbg bakterii, przy pomocy komory Thoma, zawiesing doprowadzono
do liczby 1x 107 jtk/ml, nastepnie rozprowadzano po 0,5 ml na 3 plytki Petriego (90mm sr)
zawierajgce podloze MRS z agarem. Po 48 h inkubacji w 22°C lub 30°C, EPS zmywano z
ptytek przy uzyciu 30 ml wody destylowanej do sterylnych probowek wirowniczych.
Komorki bakterii oddzielano przez wirowanie nast¢pnie EPS wytracano poprzez precypitacj¢
etanolem, egzopolisacharydy liofilizowano i wazono.

Na rysunku 2 przedstawiono wyniki efektywnosci syntezy EPS przez szczep
Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2080p w poréwnaniu, do innych, wyizolowanych z
maki i zakwasow, szczepow gatunku Leuconostoc mesenteroides. Efektywno$¢ syntezy EPS
przedstawiona zostata jako masa EPS zsyntetyzowanych przez bakterie w stosunku do masy
podloza MRS. W przypadku Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP... stwierdzono
wyjatkowo duza mas¢ otrzymanego liofilizatu EPS w 22°C tj. 440 mg/kg podioza.
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Rysunek 2. Efektywnos¢ syntezy EPS jako masa EPS zsyntetyzowanych przez szczepy
bakterii gatunku Leuconostoc mesenteroides, na podiozu MRS.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kultura starterowa do pieczywa
pszennego, zawierajgca szczep bakterii fermentacji mlekowej Leuconostoc mesenteroides Sz

127.KKP 2080p, charakteryzujacy si¢ korzystnym wplywem na jako$¢, rozumiang jako
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utrzymywanie si¢ pozadanych wilasciwosci organoleptycznych w czasie 3 dni, zwlaszcza
miekkosci migkiszu oraz tekstury bulek (pieczywa pszennego).

Kultura starterowa ma takze pozytywny wplyw na walory odzywcze/prozdrowotne
pieczywa, co wynika z naturalnej zawartosci prebiotyku — oligosacharydu syntetyzowanego w
nieoczekiwanie duzej ilosci.

Kultury starterowe skladajace si¢ z bakterii fermentacji mlekowe;j (lactic acid bacteria,
LAB) sg w przemysle spozywczym wykorzystywane w celu inicjowania i zapewnienia
wiasciwego przebiegu fermentacji (mlekowej) w takich produktach jak pieczywo, kiszonki
warzywne, wyroby mleczarskie, co jest efektem opanowywania srodowiska przez
drobnoustroje zawarte w kulturach. Stosowanie kultur starterowych przyczynia si¢ do
podniesienia bezpieczenstwa produkcji Zywnosci. Mikroorganizmy, wigczane do kultur
starterowych, niogq by¢ dobierane z kolekcji kultur na podstawie ich poznanych wlasciwosci
oraz ustalonych warunkéw prawidlowego przebiegu procesu produkcyjnego jednak prowadzi
to do ujednolicenia smaku i utraty tradycyjnych cech organoleptycznych wielu produktéw
m.in. pieczywa.

W kuilturach starterowych do zakwasow piekarskich powinny by¢ wykorzystywane
autochtoniczne szczepy bakterii fermentacji mlekowej, ktore sa lepiej przystosowane do
specyficznych warunk6w panujacych w ekosystemie ciast i dostgpnych w nich substratow.

W komercyjnych kulturach starterowych do pieczywa najpowszechniej stosowanymi
szczepami bakterii sg L. plantarum, L. sanfranciscensis, L. brevis oraz L. reuteri, L. pontis.
Wedlug aktualnego stanu wiedzy i technologii dla piekarstwa korzystne sa kultury starterowe
o specyficznych wlasciwosciach, np. zapewniajace wydtuzenie czasu przydatnosci pieczywa
do spozycia dzigki zastosowaniu szczepéw Dbakterii wykazujacych aktywnos¢
przeciwplesniowa. Takie kultury starterowe znane s3 z patentow WO 2009141427 A2
(zawierajaca szczep Lactobacillus amylovorus DSM 19280) oraz PL 225 277 B1 (zawierajaca
szczep Weissella cibaria KKP 2058..

Wykazano, ze niektore wilasciwosci bakterii fermentacji mlekowej, opisane dla
szczepow okreslonych gatunk6w, maja charakter szczepowy, a nie gatunkowy dlatego badane
s3 1 wlaczane do kultur konkretne szczepy bakterii.

W przemystowym procesie produkcji pieczywa pszennego zastosowanie kultury
starterowej do otrzymania zakwasu zapewnia powtarzalng jako$¢ zakwasu i ciasta.
Wykorzystanie szczepéw LAB syntetyzujacych egzopolisacharydy w kulturach starterowych
do pieczywa oprocz poprawy jego jakosci, ma réwniez na celu standaryzacje pieczywa.
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W badaniach i znanych patentach nie opisano zastosowania bakterii Leuconostoc
mesenteroides o wysokiej efektywnos$ci syntezy egzopolisacharydéw jako monokultury
starterowej do inicjowania fermentacji zakwasow.

Wykorzystanie szczepéw nalezacych do rodzaju Leuconostoc jest treScig patentu
koreanskiego KR20150128365 (A)-z 18.11.2015. Szczepy Leuconostoc lactis EFEL00S i/lub
Leuconostoc citreum EFEL006 oraz Lactobacillus brevis zastosowane do zakwasu s3
odpowiednie do uzyskania smaku odpowiadajacego specyfice koreanskiej. Wedlug tworcow
zakwas moze by¢ stosowany jako zrédlo probiotykow.

Kryteria selekcji szczepow bakterii do opracowania nowej kultury starterowej
stanowily: zdolnos¢ do syntezy egzopolisacharydow oraz zdolnos¢ do syntezy wybranych
metabolitow takich jak kwas mlekowy, octowy, a takze produkty fermentacji wplywajace na
aromat pieczywa (diacetyl, acetoina, octan etylu, aldehyd octowy). Od innych szczepéw
gatunku Leuconostoc mesenteroides oraz Leuconostoc citreum szczep Leuconostoc
mesenteroides Sz 127 KKP 2080p wedlug wynalazku odréznia wysoka efektywnosé
wytwarzania egzopolisacharydéw, tym (in situ) w zakwasach, co zwigksza ich lepkos¢.
Nieoczekiwanie okazalo si¢ rOwniez, ze zastosowanie szczepu Leuconostoc mesenteroides
ZFS127 KKP 2080 wedlug wynalazku jako (mono) kultury starterowej (to jest kultury
zlozonej z jednego szczepu) do inicjowania fermentacji mlekowej zakwasu pszennego
wplywa korzystanie na aromat i twardo$¢ migkiszu pieczywa (powoduje tworzenie si¢
przestrzennej sieci zatrzymujacej zwiazki lotne wplywajace na aromat pieczywa). W efekcie
polepszeniu ulegla percepcja sensoryczne zakwasu i pieczywa otrzymanego z udzialem tego
szczepu jako kultury starterowej.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez kultura starterowa do inicjowania fermentacji
zakwasOw, w szczegoOlnosci pszennych, zawierajagca (mono) kultur¢ szczepu Leuconostoc
mesenteroides ZFS7 KKP 2080 wedlug wynalazku i, ponadto, zastosowanie szczepu i
kultury starterowej otrzymanej na jego bazie do wytwarzania pieczywa, dzigki czemu
mozliwe jest uzyskanie pieczywa o wysokiej zawartosci EPS, co skutkuje brakiem
koniecznosci dodawania substancji dodatkowych (hydrokoloidéw, enzyméw) aby uzyskac
pieczywo o wyzszej wilgotnosci i mniejszej twardosci od tradycyjnych bulek pszennych.

Zaleta opracowanej kultury starterowej zawierajacej nowy szczep Leuconostoc
mesenteroides Sz 127 KKP 2064p wedlug wynalazku, jest wigc mozliwo$é otrzymywania
zakwasowego pieczywa pszennego o wysokiej zawartosci egzopolisacharydéw pochodzenia

mikrobiologicznego.



10

15

20

7

Przyklad 1: Zastosowania (mono) kultury starterowej zawierajacej szczep bakterii
Leuconostoc mesenteroides ZFS127 KKP 2064p w postaci liofilizatu zawierajacego 2,1x10"!
jtk/g.

Kultur¢ starterowa do inicjowania fermentacji zakwasu pszennego do pieczywa
otrzymano poprzez hodowlg czystej kultury szczepu Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP
2064p poprzez namnazanie bakterii w podlozu plynnym optymalnym dla bakterii fermentacji
mlekowej (MRS lub w podlozu glukozowym zawierajacym niezbedne skiadniki odzywcze:
sole, witaminy), w temperaturze 30°C, w fermentorze utrzymywano poziom pH 6,5. Bakterie
oddzielano od podloza poprzez wirowanie i utrwalono poprzez suszenie biomasy metoda
liofilizacji otrzymujac preparat zawierajacy 2,1x10'" jtk/g bakterii.

Poréwnano zastosowanie kultury starterowej szczepu Leuconostoc mesenteroides Sz
127 KKP 2064p w postaci liofilizatu zawierajacego 2,1x10"! jtk/g bakterii Leuconostoc
mesenteroides ZFS7 KKP do kultury starterowej komercyjnej (LV1), zawierajacej szczepy
fermentacji mlekowej, oraz kultury starterowej wedlug wynalazku RP. Nr 217701,
zawierajacej szczepy Weisselle cibaria. KKP 2058 do otrzymania zakwasu pszennego z maki
typ 750.

Fermentacj¢ zakwasu prowadzono 18 godzin w temperaturze 22°C.

Przeprowadzano badania poréwnawcze poprzez oznaczenie wplywu rodzaju réznych kultur
starterowych- znanych i wedlug wynalazku- na ukwaszanie zakwasu pszennego.

Otrzymane danie porownawcze przedstawiono w ponizszej tabeli.

(Dane w tabeli stanowig srednie z trzech niezaleznych oznaczen).

Skladniki Rodzaj zastosowanej kultury starterowej do inicjowania
fermentacji zakwasu
LV1 LM W
Maka pszenna typ 750, g 400 400 400
Woda, cm’ 320 320 320
Cukier, g - 4,0 40
Kultura
starterowa, g 2,0 2,0 2,0
Kwasowo$¢ zakwasu Po fermentacji 18 h w 22°C
Kw.miareczkowa 3,44+0,02 4,05+0,01 3,92+40,01
pH 10,1+0,02 11,6+0,1 9,7+0,02

Leuconostoc mesenteroides Sz127 KKP 2064p (LM.), Weissella cibaria KKP 2058
(W), komercyjna kultura starterowa LV1.




10

15

20

25

30

8
Zastosowanie szczepu Leuconostoc mesenteroides KKP 2080p jako kultury
starterowej do ukwaszania maki pszennej pozwala na otrzymanie zakwasu o lepszych
(bardziej korzystnych) wilasciwosciach technologicznych w poréwnaniu do kultury
starterowej komercyjnej LV1 oraz kultury wedlug wynalazku RP. Nr 217701.




