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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest nowy szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127, zdepono-
wany w Kolekcji Kultur Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego
im. prof. Wactawa Dgbrowskiego w Warszawie pod numerem KKP 2064 p oraz zawierajgca go kultura
starterowa.

W mace i zakwasach piekarskich stwierdza sie obecno$é okoto 50 gatunkéw bakterii fermentacji
mlekowej (LAB), w tym gtéwnie z rodzajéw Lactobacillus, Weissella i Pediococcus.

Wiasciwosci LAB z tych rodzajéw umozliwiajg im adaptacje do srodowiska ciasta, a ich metabolity
przyczyniajg sie do ksztattowania wiasciwosci reologicznych i organoleptycznych ciasta oraz jakosci
sensorycznej pieczywa. Zwigzane jest to z mozliwoscig wykorzystywania przez LAB r6znych zrodet
wegla i akceptoréw elektronéw, a takze przeksztatcaniem aminokwaséw w zwigzki tworzgce aromat
pieczywa.

Jedng z wiasciwosci niektérych szczepdw bakterii fermentacji mlekowej, wykorzystywang w pro-
dukcji (technologii) zywnosci, jest zdolno$é do syntezy egzopolisacharydéw (EPS). EPS sg polimerami
sacharydowymi, ktére petnig rozmaite funkcje w komdérkach bakteryjnych, miedzy innymi chronig je
przed niekorzystnym wptywem $rodowiska, czynnikami biologicznymi lub utatwiajg kolonizacje nowego
Srodowiska. Syntetyzowane przez bakterie egzopolisacharydy (EPS) dziatajgc jako naturalne hydroko-
loidy, zapobiegajg utracie wody i poprawiajg teksture zywnosci bez zmiany wtasciwosci produktu.
W zywnosci EPS stanowig dobrg alternatywe w stosunku do innych dodatkéw z grupy hydrokoloidow
i wptywajg na poprawe lepkosci i stabilnosci produktéw. Obecno$é egzopolisacharydéw pochodzenia
mikrobiologicznego w zywnosci zaréwno konwencjonalnej jak i ekologicznej moze by¢ szczegdlnie
cenna z uwagi na tendencje do ograniczania wszelkich dodatkéw — zasada ,clean label”’. Opisane zo-
staty ponadto wiasciwosci prozdrowotne EPS polegajgce na selektywnym stymulowaniu wzrostu i me-
tabolizmu bakterii z rodzaju Bifidobakterium bytujgcych w jelitach cztowieka, i w efekcie na stymulacje
uktadu odpornosciowego. Struktura, skiad i lepko$¢ EPS zalezg przede wszystkim od szczepu bakterii,
a ponadto od sktadu podioza hodowlanego, obecnosci soli mineralnych i pierwiastkow Sladowych,
a takze warunkéw hodowli — pH i temperatury. Zdolno$¢ bakterii do syntezy EPS koduje grupa (cluster)
specyficznych genéw eps o duzej zmiennosci. Kluczowg role w produkcji EPS odgrywajg enzymy
z grupy glukano-sacharaz, na ktérych aktywnos$¢ wptywa sktad weglowodanéw maki, zwtaszcza obec-
nos¢ efektywnych akceptoréw weglowodanéw — jak maltoza i fruktoza.

Szczep bakterii fermentacji mlekowej bedgcy przedmiotem wynalazku wyizolowano z maki
pszennej catoziarnowej poddanej fermentacji spontanicznej. W wyniku tej selekcji otrzymano grupe
nowo wyizolowanych szczepo6w bakterii fermentacji mlekowej (LAB) nalezgcych do gatunku Leucono-
stoc mesenteroides i blisko spokrewnionego gatunku Leuconostoc citreum. Na podstawie badania zdol-
nosci do syntetyzowania egzopolisacharyddéw nieoczekiwanie stwierdzono, ze nowy, nieopisany wcze-
Sniej szczep Leuconostoc mesenteroides wykazuje zdolno$¢ do syntezy EPS-dekstranu z wysokg efek-
tywnoscia, a takze nadaje zakwasowi piekarskiemu korzystne cechy reologiczne i nastepnie wptywa
pozytywnie na teksture pieczywa.

Szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2064p. wedtug wynalazku zostat wyizolowany
z zakwasu przygotowanego z maki pszennej (wydajno$¢ zakwasu 200% tj. mgka i woda w stosunku
1:1). Zakwas utrzymywano w temperaturze 22°C i odnawiano co 24 h poprzez zaszczepienie nowej
porcji maki i wody dojrzatym zakwasem, w ilosci 20%. |zolacje szczepu przeprowadzono poprzez wie-
lokrotne pasazowanie (selekcje) pojedynczych kolonii rosngcych na podtozu MRS zawierajgcym mal-
toze jako zrédto wegla. Afiliacje taksonomiczng szczepu bakterii do gatunku Leuconostoc mesenteroi-
des, potwierdzono na podstawie poréwnania z sekwencjami bakteryjnych odcinkéw 16S rDNA, zdepo-
nowanymi w bazie GenBank i stwierdzenia ich zgodnos$ci w 99%. Wyniki analizy genetycznej odcinka
16S rDNA okre$lonego niniejszym wynalazkiem szczepu Leuconostoc mesenteroides przedstawia SEQ
ID NO.1.

Bakterie nalezgce do gatunku Leuconostoc tworzg (tgcznie Oenococcus i Weissella) w obrebie
bakterii fermentacji mlekowej (lactic acid bacteria -LAB) tak zwang leuconostoc group. Bakterie nale-
z3ce do tego gatunku sg Gram-dodatnie, nie tworzg przetrwalnikéw, ich ksztatt jest okragty lub wydiu-
zony, sg beztlenowe lub mikroaerofilne. Metabolizm weglowodanéw ma w ich przypadku charakter he-
terofermentatywny, a jego gtéwnym produktem jest kwas mlekowy. Powstajgce w wyniku heterofermen-
tacji cukrowcow kwas octowy i inne uboczne produkty fermentacji majg wptyw na wtasciwosci techno-
logiczne zakwasow i ciast takie jak kwasowos$¢ miareczkows i pH.
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Biorgc pod uwage doniesienia literatury naukowej mozna stwierdzié, ze wysoki poziom syn-
tezy EPS jest cechg spotykang u szczep6w bakterii z gatunku Leuconostoc mesenteroides jednak
dotyczy przede wszystkim szczepdéw charakterystycznych dla takich srodowisk jak mleko i prze-
twory mleczne, kapusta kiszona, L. mesenteroides wystepuje rodwniez w napojach gdzie moze by¢
przyczyng ich psucia sie.

Szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2064p. wedtug wynalazku charakteryzuje sie
zdolnoscig do wzrostu w temperaturze 22°C na takim samym poziomie jak w standardowej dla bakterii
mezofilnych temperaturze 30°C. Wzrost tego szczepu w podtozu MRS, w poréwnaniu do innych szcze-
péw nalezgcych do gatunku Leuconostoc mesenteroides, wyizolowanych uprzednio ze Srodowisk maki
i ciast zakwasowych, przedstawiono na rysunku 1.

Efektywnos$¢ syntezy egzopolisacharyddéw badanych szczepdédw LAB oceniano po hodowli w pod-
fozu zawierajgcym sacharoze jako jedyne zrodto sacharydow tj. zmodyfikowanym podtozu MRS o skia-
dzie w g 1-': sacharoza 20 g bactopepton 5 g, ekstrakt drozdzowy 5 g, KxHPO4 15 g, MnCl> 0,01 g, NaCl
0,01, CaCl» 0,05, pH ustalone na 6,5 przed sterylizacjg). Hodowle prowadzono w podtozu MRS ptynnym
przez 18 godzin w temperaturze 30°C, nastepnie obliczano liczbe bakterii, przy pomocy komory Thoma,
zawiesine doprowadzono do liczby 1 x 107 jtk/ml, nastepnie rozprowadzano po 0,5 ml na 3 ptytki Pe-
triego (90 mm $r) zawierajace podtoze MRS z agarem. Po 48 h inkubacji w 22°C lub 30°C, EPS zmy-
wano z ptytek przy uzyciu 30 ml wody destylowanej do sterylnych probéwek wirowniczych. Komérki
bakterii oddzielano przez wirowanie nastepnie EPS wytrgcano poprzez precypitacje etanolem, egzopo-
lisacharydy liofilizowano i wazono.

Na rysunku 2 przedstawiono wyniki efektywnos$ci syntezy EPS przez szczep Leuconostoc me-
senteroides Sz 127 KKP 2064p w poréwnaniu, do innych, wyizolowanych z maki i zakwasoéw, szczepow
gatunku Leuconostoc mesenteroides. Efektywnos$¢ syntezy EPS przedstawiona zostata jako masa EPS
zsyntetyzowanych przez bakterie w stosunku do masy podtoza MRS. W przypadku Leuconostoc me-
senteroides Sz 127 2064p stwierdzono wyjgtkowo duzg mase otrzymanego liofilizatu EPS w 22°C tj.
440 mg/kg podtoza.

Kolejnym przedmiotem wynalazku jest kultura starterowa do pieczywa pszennego, zawie-
rajaca szczep bakterii fermentacji mlekowej Leuconostoc mesenteroides Sz 127. KKP 2064p, charakte-
ryzujacy sie korzystnym wptywem na jako$¢, rozumiang jako utrzymywanie sie pozgdanych wtasciwosci
organoleptycznych w czasie 3 dni, zwtaszcza miekkos$ci miekiszu oraz tekstury butek (pieczywa pszen-
nego).

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

Kultury starterowe sktadajgce sie z bakterii fermentacji mlekowej (lactic acid bacteria, LAB) sg
w przemysle spozywczym wykorzystywane w celu inicjowania i zapewnienia wiasciwego przebiegu fer-
mentacji (mlekowej) w takich produktach jak pieczywo, kiszonki warzywne, wyroby mleczarskie, co jest
efektem opanowywania srodowiska przez drobnoustroje zawarte w kulturach. Stosowanie kultur starte-
rowych przyczynia sie do podniesienia bezpieczenstwa produkcji zywnosci. Mikroorganizmy, wigczane
do kultur starterowych, mogg by¢ dobierane z kolekgcji kultur na podstawie ich poznanych wiasciwosci
oraz ustalonych warunkéw prawidtowego przebiegu procesu produkcyjnego jednak prowadzi to do ujed-
nolicenia smaku i utraty tradycyjnych cech organoleptycznych wielu produktéw m.in. pieczywa.

W kulturach starterowych do zakwasow piekarskich powinny byé wykorzystywane autochtoniczne
szczepy bakterii fermentaciji mlekowej, ktére sg lepiej przystosowane do specyficznych warunkéw pa-
nujgcych w ekosystemie ciast i dostepnych w nich substratow.

W komercyjnych kulturach starterowych do pieczywa najpowszechniej stosowanymi szczepami
bakterii sg L. plantarum, L. sanfraneiscensis, L. brevis oraz L. reuteri, L. pontis. Weditug aktualnego
stanu wiedzy i technologii dla piekarstwa korzystne sg kultury starterowe o specyficznych wiasciwo-
Sciach, np. zapewniajgce wydtuzenie czasu przydatnosci pieczywa do spozycia dzieki zastosowaniu
szczepOw bakterii wykazujgcych aktywnos$¢é przeciwple$niowg. Takie kultury starterowe znane sg
z patentéw WO 2009141427 A2 (zawierajgca szczep Lactobacillus amylovorus DSM 19280) oraz
PL 225 277 B1 (zawierajgca szczep Weissella cibaria KKP 2058..

Wykazano, ze niektdre wtasciwosci bakterii fermentacji mlekowej, opisane dla szczepdéw okreslo-
nych gatunkéw, majg charakter szczepowy, a nie gatunkowy dlatego badane sg i wigczane do kultur
konkretne szczepy bakterii.



4 PL 235 353 B1

W przemystowym procesie produkcji pieczywa pszennego zastosowanie kultury starterowej do
otrzymania zakwasu zapewnia powtarzalng jako$¢ zakwasu i ciasta.

Wykorzystanie szczepéw LAB syntetyzujgcych egzopolisacharydy w kulturach starterowych do
pieczywa oprocz poprawy jego jakosci, ma réwniez na celu standaryzacje pieczywa.

W badaniach i znanych patentach nie opisano zastosowania bakterii Leuconostoc mesenteroides
o wysokiej efektywnosci syntezy egzopolisacharydéw jako monokultury starterowej do inicjowania fer-
mentacji zakwasow.

Wykorzystanie szczepdéw nalezgcych do rodzaju Leuconostoc jest treScig patentu koreanskiego
KR20150128365 (A)-z 18.11.2015. Szczepy Leuconostoc lactis EFELO0S5 i/lub Leuconostoc citreum
EFELO06 oraz Lactobacillus brevis zastosowane do zakwasu sg odpowiednie do uzyskania smaku od-
powiadajgcego specyfice koreanskiej. Wedtug tworcéw zakwas moze byé stosowany jako zrédto pro-
biotykéw.

Kryteria selekcji szczepow bakterii do opracowania nowej kultury starterowej stanowity: zdolno$é
do syntezy egzopolisacharydéw oraz zdolno$¢ do syntezy wybranych metabolitéw takich jak kwas mle-
kowy, octowy, a takze produkty fermentacji wptywajgce na aromat pieczywa (diacetyl, acetoina, octan
etylu, aldehyd octowy). Od innych szczepéw gatunku Leuconostoc mesenteroides oraz Leuconostoc
citreum szczep Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2064p wedtug wynalazku odréznia wysoka
efektywno$¢ wytwarzania egzopolisacharydéw, tym (in situ) w zakwasach, co zwieksza ich lepkosc.
Nieoczekiwanie okazato sie réwniez, ze zastosowanie szczepu Leuconostoc mesenteroides ZFS127
KKP 2064p wedtug wynalazku jako (mono) kultury starterowej (to jest kultury ztozonej z jednego
szczepu) do inicjowania fermentacji mlekowej zakwasu pszennego wptywa korzystanie na aromat
i twardo$¢ miekiszu pieczywa (powoduje tworzenie sie przestrzennej sieci zatrzymujgcej zwigzki lotne
wptywajgce na aromat pieczywa). W efekcie polepszeniu ulegta percepcja sensoryczna zakwasu i pie-
czywa otrzymanego z udziatem tego szczepu jako kultury starterowej.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez kultura starterowa do inicjowania fermentacji zakwasoéw,
w szczegblnosci pszennych, zawierajgca (mono) kulture szczepu Leuconostoc mesenteroides ZFS7
KKP 2064p wedtug wynalazku i, ponadto, zastosowanie szczepu i kultury starterowej otrzymanej na
jego bazie do wytwarzania pieczywa, dzieki czemu mozliwe jest uzyskanie pieczywa o wysokiej zawar-
tosci EPS, co skutkuje brakiem koniecznosci dodawania substancji dodatkowych (hydrokoloidéw,
enzymow) aby uzyskaé pieczywo o wyzszej wilgotnosci i mniejszej twardosci od tradycyjnych butek
pszennych.

Zaletg opracowanej kultury starterowej zawierajgcej nowy szczep Leuconostoc mesenteroides
Sz 127 KKP 2064p wedtug wynalazku, jest wiec mozliwos¢ otrzymywania zakwasowego pieczywa
pszennego o wysokiej zawartosci egzopolisacharydéw pochodzenia mikrobiologicznego.

Przyktad 1. Zastosowania (mono) kultury starterowej zawierajgcej szczep bakterii Leucono-
stoc mesenteroides ZFS127 KKP 2064p w postaci liofilizatu zawierajgcego 2,1x10" jtk/g.

Kulture starterowg do inicjowania fermentacji zakwasu pszennego do pieczywa otrzymano po-
przez hodowle czystej kultury szczepu Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP 2064p poprzez nam-
nazanie bakterii w podtozu ptynnym optymalnym dla bakterii fermentacji mlekowej (MRS lub w podtozu
glukozowym zawierajgcym niezbedne sktadniki odzywcze: sole, witaminy), w temperaturze 30°C, w fer-
mentorze utrzymywano poziom pH 6,5. Bakterie oddzielano od podtoza poprzez wirowanie i utrwalono
poprzez suszenie biomasy metodg liofilizacji otrzymujac preparat zawierajacy 2,1x10'" jtk/g bakterii.

Poréwnano zastosowanie kultury starterowej szczepu Leuconostoc mesenteroides Sz 127 KKP
2064p w postaci liofilizatu zawierajgcego 2,1x10"" jtk/g bakterii Leuconostoc mesenteroides ZFS7 KKP
do kultury starterowej komercyjnej (LV1), zawierajgcej szczepy fermentacji mlekowej, oraz kultury star-
terowej wedtug wynalazku RP. Nr 217701, zawierajgcej szczepy Weisselle cibaria. KKP 2058 do otrzy-
mania zakwasu pszennego z maki typ 750.

Fermentacje zakwasu prowadzono 18 godzin w temperaturze 22°C.

Przeprowadzano badania poréwnawcze poprzez oznaczenie wptywu rodzaju réznych kultur star-
terowych- znanych i wedtug wynalazku- na ukwaszanie zakwasu pszennego.

Otrzymane danie poréwnawcze przedstawiono w ponizszej tabeli.
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(Dane w tabeli stanowig $rednie z trzech niezaleznych oznaczen).

Skiadniki 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 4,0
Kultura
starterowa, g 2,0 2,0 2,0
Kwasowos¢ zakwasu Po fermentacji 18 h w 22°C
Kw.miareczkowa 3,44+0,02 4,05+0,01 3,92+0,01
pH 10,1£0,02 11,6+0,1 9,7+0,02

Leuconostoc mesenteroides Sz127 KKP 2064p (LM.), Weissella cibaria KKP 2058 (W), komer-

cyjna kultura starterowa LV1.

Zastosowanie szczepu Leuconostoc mesenteroides KKP 2064p jako kultury starterowej do ukwa-
szania maki pszennej pozwala na otrzymanie zakwasu o lepszych (bardziej korzystnych) wiasciwo-
Sciach technologicznych w poréwnaniu do kultury starterowej komercyjnej LV1 oraz kultury wedtug wy-

nalazku RP. Nr 217701.
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Szczep Leuconostoc mesenteroides Sz127

tgcagtcgaa
taacacgtgg
gaataaaact

ggatccgegg
ccgagttgag

cgcacagcga
acaacctgcc
tagtgtcgca
tgcattagtt

agactgatcg

aaggtgcttg
tcaaggctgg
tgacacaaag
agttggtggg
gccacattgg

cacctttcaa
ggataacatt
ttaaaaggcg
gtaaaggcct

gactgagaca

gtgagtggcg
tggaaacaga
cttcggegte
accaagacaa

cggcccaaac

aacgggtgag
tgctaatacc
acctagagat
tgatgcatag
tcctacggga

60

120
180
240
300

1.

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

Nowy szczep Leuconostoc mesenteroides Sz127, zdeponowany w Kolekcji Kultur Przemystowych
Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa Dabrowskiego w War-

ggctgcagta
gatgaaggct
gattttagtt
gtaatacgta
ttattaagtc
aacttgagtg
tggaagaaca
gtgtgggtag
ggtgttagga
gagtacgacc
catgtggttt
ttttagagat
agctcgtgte
gccagcatte
acgacgtcag
acaacgagtt
tgtagtctgce
gcggtgaata

gcccaaagcc

gggaatcttc
ttcgggtegt
tgacggtacc
tgtcccgage
tgatgtgaaa
cagtagaggt
ccagtggcga
caaacaggat
ggtttccgcece
gcaaggttga
aattcgaagc
agaagtgttc
gtgagatgtt
agatgggcac
atcatcatgc
gccaacccgc
aactcgacta
cgttceeggyg
ggtggcctaa

cacaatgggc
aaagcactgt
ataccagaaa
gttatccgga
gcccggagcet
aagtggaact
aggcggctta
tagataccct
tcttagtgcecce
aactcaaagg
aacgcgaaga
tcttcggaga
gggttaagtc
tctagcgaga
cccttatgac
gagggtgagc
catgaagtcg
tcttgtacac

CccC

gaaagcctga
tgtatgggaa
gggacggcta
tttattgggc
caactccggg
ccatgtgtag
ctggactgca
ggtagtccac
gaagctaacg
aattgacggg
accttaccag
caaagtgaca
ccgcaacgag
ctgccggtga
ctgggctaca
taatctctta
gaatcgctag

accgcccegtce

Zastrzezenia patentowe

szawie pod numerem KKP 2064p.

Kultura starterowa, znamienna tym, ze zawiera nowy szczep Leuconostoc mesenteroides
Sz127 okreslony w zastrz. nr 1, zawierajgca co najmniej 2,0x10'" jtk/g bakterii Leuconostoc
mesenteroides Sz127 KKP 2064p w postaci biomasy lub co najmniej 1,0 x10'" jtk/g tych bak-

terii w postaci liofilizatu.

Zastosowanie szczepu Leuconostoc mesenteroides Sz127 zdeponowanego w Kolekgcji Kultur
Przemystowych Instytutu Biotechnologii Przemystu Rolno-Spozywczego im. prof. Wactawa

tggagcaacg
gaacagctag
aatacgtgcc
gtaaagcgag
aatggcattg
cggtggaatg
actgacgttg
accgtaaacg
cattaagtgt
gacccgcaca
gtcttgacat
ggtggtgcat
cgcaaccctt
caaaccggag
cacgtgctac
aagtacgtct
taatcgcgga
acaccatggg

ccgegtgtgt
aataggaaat
agcagccgcg
cgcagacggt
gaaactggtt
cgtagatata
aggctcgaaa
atgaacacta
tcecgeectggg
agcggtggag
cctttgaage
ggtcgtegte
attgttagtt
gaaggcgggg
aatggcgtat
cagttcggat
tcagcacgcc

agtttgtaat
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Dabrowskiego w Warszawie pod nr KKP 2064p i kultury starterowej okre$lonej w zastrz. nr 2
do wytwarzania pieczywa, zwtaszcza pieczywa pszennego.
Rysunki
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Rysunek 1. Wzrost wybranych szczepéw Leuconostoc mesenteroides w temperaturach
22°C 130°C.
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Rysunek 2. Efektywno$¢ syntezy EPS jako masa EPS zsyntetyzowanych przez szczepy
bakterii gatunku Leuconostoc mesenteroides, na podtozu MRS.



