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Opis wynalazku

DZIEDZINA TECHNIKI

Przedmiotem wynalazku jest bakteryjna kultura starterowa zawierajgca bakterie fermentacji mlekowe;j
w postaci biomasy do prowadzenia zakwaséw z maki razowej lub petnoziarnistej, obejmujgca bakterie fer-
mentacji mlekowej wyselekcjonowane pod katem optymalnego efektu technologicznego i wtasciwosci funk-
cjonalnych pieczywa razowego lub petnoziarnistego. Przedmiotem wynalazku jest rowniez zakwas zawiera-
jacy bakteryjng kulture starterowg wedtug wynalazku, sposéb wytwarzania pieczywa i zastosowanie bakte-
ryjnej kultury starterowej lub zakwasu wediug wynalazku do wytwarzania pieczywa.

STAN TECHNIKI

Spozycie chlebdéw z maki razowej, polecane jest przez specjalistow ds. zywienia cztowieka, jako
bardzo bogatych we wiékno pokarmowe i wiele sktadnikéw bioaktywnych, ktére nadajg im charakter
zywnosci o dziataniu prozdrowotnym (Bartnikowska, 2009; Jurga, 2011). Pieczywo takie zalecane jest
ponadto w dietach odchudzajgcych, poniewaz charakteryzuje sie niskim indeksem glikemicznym (okoto
50), w odroznieniu od pieczywa z maki jasnej (70-95) (Gambus$ i Litwinek, http://dieta.mp.pl/za-
sady/show.htmlI?id=74904). Pieczywo to spetnia zatem zalecenia WHO w programie zwalczania otyto-
Sci, dotyczace preferencji spozywania produktéw, ktérych indeks glikemiczny nie przekracza 70. Coraz
wieksza $wiadomos$¢ konsumentédw wymusza zatem na producentach pieczywa dbato$¢ o pokrycie za-
potrzebowania rynku na pieczywo o dziataniu funkcjonalnym, wyprodukowane zaréwno z tradycyjnych
surowcow chlebowych, tj. razowej maki zytniej, czy pszennej jak réwniez z surowcoéw niekonwencjonal-
nych, a nawet reliktowych, tzn. z maki orkiszowej (Triticum spelta). W zwigzku z trudno$ciami ze spet-
nieniem tych wymagan, na rynku na ogé6t dostepne sg gtdéwnie produkty tylko z udziatem mak z petnego
przemiatu, produkowane z zakwaséw na bazie maki jasnej lub przy udziale mieszanek piekarniczych
zawierajgcych réowniez wiele innych dodatkéw, co prawda dozwolonych, jednakze na pewno nie zale-
canych przez dietetykdw jako wyroby prozdrowotne i nie mieszczgce sie w kategoriach pieczywa trady-
cyjnego i ekologicznego. Wyprodukowanie smacznego i akceptowanego chleba zytniego wymaga
ukwaszenia maki, natomiast pieczywo pszenne, w tym orkiszowe, wypiekane jest giéwnie z udziatem
drozdzy, w oparciu o fermentacje alkoholowg. W dobie stosowania kultur starterowych do produkciji
zakwasow piekarskich, zalecane jest stosowanie ukwaszania wszystkich rodzajéw maki, ze wzgledu na
korzystne procesy zachodzgce podczas jej fermentacji: przede wszystkim wytwarzanie kwaséw orga-
nicznych wptywajgcych na smak i aromat pieczywa, produkcje witamin z grupy B, inaktywacje organi-
zméw patogennych, rozktad fitynianéw, a tym samym zwiekszenie przyswajalnosci sktadnikéw mineral-
nych, rozktad mikotoksyn i wydtuzenie Swiezo$ci pieczywa. Fityniany (sole kwasu fitynowego z r6znymi
pierwiastkami) wystepujgce powszechnie w ziarnach zbdz stanowig gtéwng rezerwe fosforu, mio-inozy-
tolu oraz sktadnikéw mineralnych (Chayen, 1994; Graf i Eaton, 1990). SzeSciofosforan mio-inozytolu
(IPs) w zbozach stanowi 94-97% catkowitej zawartoéci fitynianow (Kasim i Edwards, 1998; Pontoppidan
i wsp., 2007). Najwiecej fitynianéw znajduje sie w zewnetrznej warstwie ziarna oraz w zarodku, z tego
powodu produkty z maki petnoziarnistej zawierajg wieksze stezenia tych zwigzkéw niz produkty z magk
biatych, wysokooczyszczonych (Pontoppidan i wsp., 2007). Sze$¢ reaktywnych grup fosforanowych od-
powiada za silne wtasciwosci kompleksujgce, zwtaszcza w stosunku do dodatnio natadowanych cza-
steczek biatek, aminokwaséw i dwuwarto$ciowych metali, powodujgc obnizenie ich funkcjonalnosci,
strawnosci i absorbgiji (Zyta, 2005). Fityniany ograniczajg wykorzystanie z przewodu pokarmowego pier-
wiastkow takich jak: Ca, Mg, Fe, Zn, Se, a takze Cu, Co i Mn (Ahn i wsp., 2004; Liu i wsp., 1998; Park
i wsp., 2006; Sandberg i wsp., 1999; Zhou and Erdman, 1995). Negatywny wptyw na biodostepno$é
wymienionych pierwiastkdéw dotyczy tylko |Ps i pieciofosforanu mio-inozytolu (IPs) (Garcia-Estepa i wsp.,
1999, Plaami, 1997; Sandberg i wsp., 1989). W przewodzie pokarmowym ludzi i zwierzagt monogastrycz-
nych IPs i IPs hamujg takze aktywno$¢ enzymow istotng w procesach trawienia, zwtaszcza biatek i skrobi
(Zyta, 2005). W procesie produkcji pieczywa za aktywno$¢ fosforolityczng prowadzacg do powstania
nizszych fosforanéw mio-inozytolu i mio-inozytolu odpowiadajg enzymy obecne w mace, odpowiednie
dla enzymo6w pH powstajgce w trakcie fermentacji, jak rowniez fitazy produkowane przez niektére mi-
kroorganizmy (bakterie mlekowe lub drozdze) (De Angelis, 2003; Dulinski i wsp., 2015). Nizsze fosfo-
rany mio-inozytolu (IP1-1P4) zaledwie w niewielkim stopniu wigzg sktadniki mineralne lub tez tworzone
przez nie kompleksy, sg lepiej rozpuszczalne w wodzie, a dzieki temu bardziej dostepne dla organizmu
ludzi i zwierzat. Jednoczes$nie w literaturze mozna znalez¢ dane dotyczace mozliwego terapeutycznego
zastosowania zwigzkow uwalnianych z IPs — mio-inozytolu i jego nizszych fosforandw (Liu i wsp., 1998).
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Chociaz na fermentacje maki i produkcje zuréw ma wptyw wiele czynnikdéw, to najwazniejsza jest
jakos$¢ startera fermentac;ji, dlatego w ostatnich latach prowadzone sg intensywne prace badawcze
z r6znymi kompozycjami starteréw, tj. odpowiednio dobranych i wyselekcjonowanych kultur bakteryj-
nych i drozdzowych, bedacych wiernym odtworzeniem biocenozy zakwaséw chlebowych, gwarantuja-
cych zachowanie wymaganych technologicznie cech ciasta, a produktowi finalnemu nadanie korzyst-
nych wiasciwosci pozadanych przez konsumentéw. Jedng z barier technologicznych, utrudniajgcych
powtarzalno$¢ jakosciowg pieczywa, szczegolnie zytniego i z magk ze zb6z pierwotnych, jest znikoma
podaz na rynku dostepnych wyselekcjonowanych szczepdw bakteryjnych i kultur starterowych do za-
kwasow i zurow. Nalezy podkresli¢, ze obecnie stosowane kultury starterowe, byty selekcjonowane pod
katem prawidiowej fermentacji i zwigzanej z tym aktywnosci kwaszacej, ewentualnie produkcji aromatow.
Biorac pod uwage potencjat bakterii mlekowych, zaréwno pod wzgledem cech technologicznych jak i funk-
cjonalnych, istniejg ogromne mozliwosci wprowadzania nowych kultur starterowych o pozadanych wiasci-
wosciach. Produkcja i rdznorodno$¢ kultur starterowych dla piekarnictwa jest bardzo niewielka, w poréwna-
niu do innej branzy spozywczej opartej na fermentacji mlekowej, jaka jest mleczarstwo.
ISTOTA WYNALAZKU
Wyizolowane ze spontanicznych zuréw (wyprodukowanych na bazie maki razowej) odpowiednie
szczepy oraz wiasciwie skomponowane kultury starterowe z przeznaczeniem do ich uzycia w takim
samym S$rodowisku, z udziatem szczepéw wykazujgcych korzystne aktywnosci technologiczne i funk-
cjonalne, bedgce przedmiotem wynalazku, stanowig przewage nad obecnie stosowanymi i ogéinie do-
stepnymi kulturami starterowymi. Powszechnie wiadomo, iz proces fermentacji, jak rowniez efekt kon-
cowy jakim jest pieczywo, w ogromnym stopniu zalezg od uzytej maki, warunkdw klimatycznych, natu-
ralnej bior6znorodnosci pochodzacej z ziaren. Nawet najlepiej opracowane kultury starterowe wytwo-
rzone w innym regionie $wiata nie muszg sprawdzac sie w odmiennych warunkach. Nalezy podkreslié
fakt, iz bakterie mlekowe bedace przedmiotem wynalazku zostaty wyizolowane z zuréw wytwarzanych
na bazie polskich mgk razowych. Stanowi to niewatpliwie duzg zalete w poréwnaniu do starteréw pro-
dukowanych w innych krajach — przystosowanych do pracy w odmiennym $rodowisku. Wyizolowane
kultury bakteryjne powinny wykazywac sie najlepszym przystosowaniem do takiego typu zakwasow.
Zgodnie z wiedzg twércéw niniejszego wynalazku, nie wprowadzono dotychczas na rynek polski pro-
duktédw dedykowanych pieczywom razowym. Pomimo obecnos$ci na rynku kilku rodzajow starterow, ist-
nieje duze zapotrzebowanie na nowe zestawy mikroorganizméw, ktére mozna bytoby wyraznie ziden-
tyfikowac, charakteryzujace sie niezaprzeczalnymi zaletami, pozwalajgcymi wzbogacié aromat i smak
pieczywa oraz urozmaici¢ jego asortyment. Obserwuje sie wzrost zapotrzebowania na nowe startery do
wyrobu pieczywa z maki z petnego przemiatu rowniez dlatego, ze stale rosSnie popyt na rézne rodzaje
zdrowego pieczywa wytwarzanego z naturalnych sktadnikow.
Celem wynalazku byto opracowanie sktadu kultury starterowej do prowadzenia zakwaséw z maki
razowej dla pieczywa w petni razowego, zawierajgcej bakterie fermentacji mlekowej wyselekcjonowane
pod katem optymalnego efektu technologicznego i wiasciwosci funkcjonalnych pieczywa razowego.
Opisane sg szczepy.
- Lactobacillus plantarum (oznaczony wewnetrznie jako 2MI8 lub IBB3249) zdeponowany
w PCM (Polskiej Kolekcji Mikroorganizméw Instytutu Immunologii i Terapii Do$wiadczalne;j
Polskiej Akademii Nauk we Wroctawiu) w dniu 5 maja 2017 pod nr: B/00117,

- Lactobacillus plantarum (oznaczony wewnetrznie jako 6PIII6B lub IBB3255) zdepono-
wany w PCM w dniu 5 maja 2017 pod nr: B/00118,

- Lactobacillus brevis (oznaczony wewnetrznie jako 2Mlll4 |lub IBB 3227) zdeponowany
w PCM w dniu 5 maja 2017 pod nr: B/00119, i

—  Weisella confusa (oznaczony wewnetrznie jako 6PI3 lub IBB3282) zdeponowany w PCM
w dniu 5 maja 2017 pod nr: B/00120.

Ponadto przedstawione sg kultury starterowe, w sktad ktérych wchodza:

- Lactobacillus plantarum zdeponowany w PCM jako B/00117 w potgczeniu z Lactobacillus
plantarum zdeponowany w PCM jako B/00118 i Lactobacillus brevis zdeponowany w PCM
jako B/00119 — Zestaw 11, korzystnie przy stosunku poszczegdinych szczepédw w miesza-
ninie wynoszacym odpowiednio 1:1:1,

- Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117 w potaczeniu z Lactobacillus planta-
rum zdeponowanym jako B/00118 i Lactobacillus brevis zdeponowanym jako B/00119 oraz
Weisella confusa zdeponowany jako B/00120 — Zestaw 12, korzystnie przy stosunku po-
szczegOllnych szczepow w mieszaninie wynoszgcym odpowiednio 1:1:1:1, lub
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- Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117 i Weisella confusa zdeponowany jako
B/00120 — Zestaw 12B ograniczony do dwoch szczepdw przy czym stosunek poszczegdl-
nych szczepéw w mieszaninie korzystnie wynosi odpowiednio 3:1.

Wynalazek dotyczy bakteryjnej kultury starterowej zawierajgcej mieszang kulture bakterii fermen-
tacji mlekowej w postaci biomasy zawierajgcej szczepy Lactobacillus plantarum zdeponowany jako
B/00117 w potaczeniu z Lactobacillus plantarum zdeponowanym jako B/00118 i Lactobacillus brevis
zdeponowanym jako B/00119 oraz Weisella confusa zdeponowany jako B/00120.

W korzystnej bakteryjnej kulturze starterowej stosunek szczep6w Lactobacillus plantarum zdepo-
nowanego jako B/00117 do Lactobacillus plantarum zdeponowanego jako B/00118 do Lactobacillus
brevis zdeponowanego jako B/00119 do Weisella confusa zdeponowanego jako B/00120 wynosi odpo-
wiednio 1:1:1:1.

Kultura wedtug wynalazku korzystnie zawiera co najmniej 1 x 100 jtk/ml bakterii w biomasie.
Wynalazek dotyczy rowniez nowych szczepéw bakteryjnych: Lactobacillus plantarum — zdeponowany
pod nr: B/00117, Lactobacillus plantarum zdeponowany pod nr: B/00118, Lactobacillus brevis zdepo-
nowany pod nr: B/00119 i Weisella confusa zdeponowany pod nr: B/00120.

W korzystnej bakteryjnej kulturze starterowej stosunek szczep6w Lactobacillus plantarum zdepo-
nowanego jako B/00117 do Lactobacillus plantarum zdeponowanego jako B/00118 do Lactobacillus
brevis zdeponowanego jako B/00119 do Weisella confusa zdeponowanego jako B/00120 wynosi odpo-
wiednio 1:1:1:1.

Kultura wedtug wynalazku korzystnie zawiera co najmniej 1 x 1010 jtk/ml bakterii w biomasie.
Wynalazek dotyczy rowniez nowych szczepéw bakteryjnych: Lactobacillus plantarum — zdeponowany
pod nr: B/00117, Lactobacillus plantarum zdeponowany pod nr: B/00118, Lactobacillus brevis zdepo-
nowany pod nr: B/00119 i Weisella confusa zdeponowany pod nr: B/00120.

Przedmiotem wynalazku jest rowniez kompozycja bakteryjna zawierajgca co najmniej jeden nowy
szczep bakteryjny wedtug wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest spos6b wytwarzania pieczywa, ktéry obejmuje etap dodawania no-
wego szczepu bakteryjnego wedtug wynalazku i/lub kompozycji bakteryjnej wedtug wynalazku.

Zastosowanie nowego szczepu wedtug wynalazku i/lub kompozycji bakteryjnej wedtug wynalazku
do wytwarzania pieczywa jest rowniez przedmiotem wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest takze zakwas z maki razowej lub petnoziarnistej, ktéry zawiera kul-
ture starterowg wedtug wynalazku.

Korzystnie zakwas jest z maki razowej, zytniej i jest przeznaczony do wyrobu pieczywa bez do-
datku drozdzy.

W korzystnym zakwasie kulturg starterowg jest bakteryjna kultura starterowa zawierajgca bakte-
rie fermentacji mlekowej w postaci biomasy wedtug wynalazku.

W kolejnym korzystnym przykfadzie wykonania, zakwas jest z mgki razowej, zytniej i jest prze-
znaczony do wyrobu pieczywa z dodatkiem drozdzy.

W innym korzystnym przyktadzie wykonania zakwasu, kultura starterowa zawiera zasadniczo wy-
facznie szczepy Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117, Lactobacillus plantarum zdepo-
nowany jako B/00118, Lactobacillus brevis zdeponowany jako B/00119 oraz Weisella confusa zdepo-
nowany jako B/00120 w stosunku 1:1:1:1.

W kolejnym przyktadzie wykonania, korzystny zakwas jest z maki orkiszowe;j.

Przedmiotem wynalazku jest takze sposdb wytwarzania pieczywa, ktéry obejmuje etap dodawa-
nia kultury starterowej wedtug wynalazku lub zakwasu wedtug wynalazku.

Przedmiotem wynalazku jest takze zastosowanie kultury starterowej wedtug wynalazku lub za-
kwasu wedtug wynalazku do wytwarzania pieczywa.

W niniejszym opisie okreSlenie ,zawiera” dany szczep lub szczepy bakteryjne oznacza, ze
obecne mogg byé réwniez inne, niewymienione szczepy bakteryjne. Okre$lenie ,zawiera zasadniczo
wylgcznie” dany szczep lub szczepy bakteryjne oznacza, ze inne, niewymienione szczepy bakteryjne
mogq byé obecne jedynie w niewielkich iloSciach, bez istotnego wptywu na wiasciwosci biologiczne tak
opisywanej mieszaniny szczepow.

W niniejszym zgtoszeniu przez okre$lenie ,maka razowa” rozumie sie¢ make okreslong jako typ
2000 wg Polskiej Normy PN-A-74032: 2002 Przetwory zboZzowe. Maka Zytnia.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,maka petnoziarnista” rozumie sie make okreslong jako
petnoziarnista, bez ograniczenia do typu maki; o zawartosci popiotu od 1,21% do 2,00%, klasyfikujacg
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sie jako typ: 1400 (mgka sitkowa), 1850 (maka graham) lub 2000 (maka razowa) w zaleznosci od partii
maki wg Polskiej Normy: PN-A-74022:2003 Przetwory zbozowe. Maka pszenna.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,maka orkiszowa” rozumie sie make, w ktérej zawar-
to$¢ maki z pszenicy orkisz (Triticum spelta) wynosi 100%.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreélenie ,zaczatek” rozumie sie pierwszg faze prowadzenia cia-
sta metodg tréjfazowg wyprowadzong z maki i wody w stosunku 2:3 z dodatkiem kultury starterowe;.

W niniejszym zgtoszeniu przez okreslenie ,zakwas” rozumie sie drugg faze prowadzenia ciasta me-
todq tréjfazowq otrzymang z jednej czesSci zaczatku oraz dziewieciu czesci maki i wody w stosunku 2:3.

W niniejszym zgtoszeniu przez okres$lenie ,ciasto wiasciwe” rozumie sie trzecig faze prowadzenia
ciasta metodg tréjfazowg otrzymang przez dodanie zakwasu do maki, wody, soli oraz w przypadku cia-
sta do wypieku pieczywa z dodatkiem drozdzy — drozdzy piekarskich i wymieszanie. W niniejszym zgto-
szeniu przez okres$lenie ,chleb” rozumie sie przefermentowane ciasto, podzielone na kesy, zostawione
do rozrostu i wypieczone.

W niniejszym zgtoszeniu przez okres$lenie ,pieczywo” rozumie sie ogélne okreslenie dotyczace
wyrobow wypiekanych z maki, wody i soli, w szczegdlnosci chlebow.

KROTKI OPIS FIGUR

Fig. 1 przedstawia aktywno$¢ kwaszgca kultury starterowej do prowadzenia zakwasow z maki
razowej wyrazong jako kwasowos$¢ czynna oraz kwasowo$¢ miareczkowa monitorowang podczas pro-
cesu fermentacji (0-1 doby, zaczatek; 1-2 doby, zakwas) oraz w trakcie przechowywania zakwasu
w 12°C (2-7 doby) dla maki razowej zytniej wzgledem kultury starterowej komercyjne;.

Fig. 2 przedstawia aktywno$¢ kwaszacg kultury starterowej do prowadzenia zakwaséw z maki
razowej wyrazong jako kwasowo$¢é czynna oraz kwasowos$¢ miareczkowa monitorowang podczas pro-
cesu fermentacji (0-1 doby, zaczatek; 1-2 doby, zakwas) oraz w trakcie przechowywania zakwasu
w 12°C (2-7 doby) dla maki petnoziarnistej orkiszowe;.

Fig. 3 przedstawia liczbe drobnoustrojow w prébkach zakwaséw z maki razowej zytniej wytwo-
rzonych z udziatem kultury starterowej wzgledem kultury starterowej komercyjnej oraz zakwasu spon-
tanicznego po 72 h fermentacji.

Fig. 4 przedstawia liczbe drobnoustrojow w probkach zakwasdéw z maki petnoziarnistej orkiszowej
wytworzonych z udziatem kultury starterowej wzgledem zakwasu spontanicznego po 72 h fermentacji.

Fig. 5 przedstawia strukture taksonomiczng bakterii na poziomie rzedu Lactobacillales w zakwa-
sie z maki razowej zytniej wytworzonym z udziatem Zestawu 12 kultury starterowej oraz w zakwasie
spontanicznym zytnim po 72 h fermentacji. Uwzgledniono wyniki stanowigce minimum 0,5% wszystkich
odczytdéw przypisanych do rzedu Lactobacillales.

Fig. 6 przedstawia obraz rozdziatu elektroforetycznego produktéw reakcji RAPD z uzyciem star-
tera RAPD-B10 oraz RAPD-GACA dla szczepdéw wchodzgcych w skitad kultury starterowej: 1 —B/00117,
2 -B/00118, 3 - B/00119, 4 — B/00120; M — marker wielkosci DNA.

Szczepy bakterii fermentacji mlekowej do zastosowania w kulturze starterowej wedtug wynalazku
wyizolowano z zuréw produkowanych wytgcznie z razowej maki zytniej i wyselekcjonowano sposréd
grupy nowo wyizolowanych kilkudziesieciu szczepoéw. Szczepy zostaty zidentyfikowane do gatunkow
na podstawie testow APl 50CH, metodg sekwencjonowania gendéw kodujgcych 16S rRNA oraz metodg
spektroskopii masowej (MALDI TOF MS). Otrzymane sekwencje nukleotydowe wykazaty zgodno$é na
poziomie 99% lub 100% z sekwencjami odpowiedniego gatunku zdeponowanymi w bazie GenBank.
Réznicowanie izolatéw w obrebie gatunkéw przeprowadzono przy uzyciu metody RAPD-PCR. Szczepy
reprezentujgce dominujgce gatunki wystepujgce w zurach dobrano pod kgtem szerokiego spektrum ka-
tabolizmu cukréw, zdolno$ci do wytwarzania egzopolisacharydéw i wtasciwosci przeciwdrobnoustrojo-
wych ze szczegbélnym uwzglednieniem aktywnosci przeciw bakteriom przetrwalnikujgcym z rodzaju Ba-
cillus. Szczep Lactobacillus plantarum IBB3249 zdeponowany jako B/00117 jest zdolny do katabolizmu
21 cukréw sposréd badanych 49 cukréw, natomiast Lactobacillus plantarum 1BB3255 zdeponowany
jako B/00118 fermentuje 20 cukrow. Szczep Lactobacillus brevis IBB 3227 zdeponowany jako B/00119
cechuje aktywno$¢ przeciw bakteriom przetrwalnikujgcym Brevibacillus brevis. Szczep Weisella con-
fusa IBB3282 zdeponowany jako B/00120 wytwarza egzopolisacharyd — dekstran (glukooligosacharyd
— GOS) na podfozu zawierajgcym sacharoze. Wszystkie szczepy sg zdolne do rozktadu maltozy.

Wyselekcjonowane szczepy bakterii wedtug opisu w Przyktadzie 1 w postaci kultur mieszanych
otrzymanych jak w Przyktadzie 2 zastosowano do przygotowania zakwaséw z maki razowej zytniej i po-
réwnano wobec kultury komercyjnej przeznaczonej do ukwaszania maki zytniej. Zestawy kultur starte-
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rowych testowane byly pod kagtem optymalnej fermentacji zakwaséw. Bakteryjng kulture starterowg be-
dacg przedmiotem wynalazku cechuje optymalna aktywno$é kwaszgca, a uzyskane zakwasy pozostajg
stabilne przez 5 dni do konca okresu monitorowania co zostato pokazane w Przyktadzie 3 i na Fig. 1.

Kulture starterowg przetestowano réwniez na mgce pszennej orkiszowej uzyskujac odpowiednio
ukwaszone i stabilne zakwasy jak przedstawiono w Przyktadzie 4 (Fig. 2).

Uzyskane w Przyktadzie 3 zakwasy na mace razowej zytniej wykorzystano do wytworzenia pie-
czywa razowego zytniego bez (Przykfad 5) i z dodatkiem drozdzy (Przyktad 6), ktdére poréwnano z pie-
czywem wyprodukowanym z uzyciem kultury komercyjnej przeznaczonej do ukwaszania maki zytniej
oraz z pieczywem wyprodukowanym na bazie zakwaséw spontanicznych. Wytypowane zestawy kultur
starterowych testowane byty réwniez pod katem zdolno$ci do rozktadu fitynianéw, zmniejszajgcych bio-
dostepnos$é mikro- i makroelementéw, zaréwno dla mikroflory zakwasow, jak réwniez ludzi — konsumen-
téw chleba oraz pod kgtem mozliwosci uzyskania wysokiej jakoSci pieczywa wytworzonego z ich udzia-
fem. Ponadto zakwasy otrzymane na mgce petnoziarnistej pszennej orkiszowej (Przyktad 4) wykorzy-
stano do wyprodukowania pieczywa orkiszowego z dodatkiem drozdzy (Przyktad 7).

Dla wszystkich otrzymanych zakwasow w Przykiadzie 3 i 4 przeprowadzono analize mikrobiologiczng
metodami zaleznymi od hodowli przedstawiong odpowiednio dla zakwaséw na mace razowej zytniej w Przy-
ktadzie 8 (Fig. 3), a dla zakwaséw na mace petnoziarnistej orkiszowej w Przyktadzie 9 (Fig. 4). Ocena ilo-
Sciowa bakterii tlenowych i beztlenowych oraz termofilnych i mezofilnych bakterii mlekowych pokazuje, ze
wartosci te sg podobne w zurach spontanicznych i suplementowanych. Liczba mezofilnych bakterii mleko-
wych byta podobna jak dla zakwaséw spontanicznych ok. 109 jtk/ml. We wszystkich probkach liczba ta wy-
nosita od 5 x 108 do 9,6 x 10° jtk/ml. Podobnie jak dla zakwaséw spontanicznych obserwowano takze o 2-3
rzedy logarytmiczne mniejszg liczbe drozdzy w poréwnaniu do liczby mezofilnych bakterii mlekowych. Dla
zadnej probki zuréw nie wyhodowano plesni. Zauwazono ponadto, ze zastosowanie niektérych zestawdw
kultury starterowej znaczaco obnizyto liczbe bakterii przetrwalnikujgcych (do poziomu ok. 102 jtk/ml) w po-
rownaniu do zuréw spontanicznych gdzie liczba ta wynosita ok. 104 jtk/ml. Efekt zahamowania rozwoju bak-
terii przetrwalnikujgcych przez zastosowanie kultury starterowej stanowigcej przedmiot wynalazku byt po-
réwnywalny do wynikéw uzyskanych dla kultury starterowej komercyjne;.

Ponadto, dla zakwasu otrzymanego w Przykfadzie 3 na mace razowej zytniej z udziatem Zestawu 12
kultury starterowej wykonano analize réznorodnoéci bakterii metodami niezaleznymi od hodowli (Przy-
ktad 10). Wyniki przedstawiono wzgledem zakwasu spontanicznego zytniego po 72 h fermentacji
(Fig. 5). Rezultaty otrzymane w wyniku analizy bicinformatycznej pokazujg, ze $rodowisko zakwaséw
zdominowane jest przez bakterie z rodzaju Lactobacillus. Kolejnymi najliczniej reprezentowanymi gru-
pami byty niesklasyfikowane Lactobacillales oraz rodzaj Weissella.

Analiza mikrobiologiczna zalezna i niezalezna od hodowli wskazujg na duze podobienstwo za-
kwasow uzyskanych z udziatem kultury starterowej stanowigcej przedmiot wynalazku do zakwasoéw
kontrolnych spontanicznych bgdz wytworzonych na bazie kultury starterowej komercyjnej. Uzyskane
wyniki potwierdzajg zasadno$é zastosowania takiej kultury starterowej do fermentacji maki w celu wy-
tworzenia zakwasOw piekarskich o odpowiednim sktadzie mikroorganizméw.

Cel wynalazku zostat osiggniety poniewaz opracowana kultura starterowa skfadajgca sie z bak-
terii fermentacji mlekowej pozwolita na uzyskanie cechujgcych sie odpowiednig bioréznorodnoscia, do-
brg aktywno$cig kwaszgca, stabilnych zakwaséw z maki razowej zytniej lub petnoziarnistej pszennej
orkiszowej. Z wykorzystaniem zakwasow na bazie kultury starterowej bedgcej przedmiotem wynalazku
uzyskuje sie pieczywo o podobnej lub lepszej jakoSci niz chleby wytworzone z udziatem poréwnywane;j
kultury komercyjnej, czy zakwaséw spontanicznych. Ponadto wykazano, iz pieczywo razowe zytnie po-
wstajgce dzieki zastosowaniu kultury starterowej charakteryzuje sie niskg zawartoscig fosforanéw mio-
-inozytolu, w szczegdlnoéci wyzszych form (IPs i IPs) co wptywa na zwiekszong biodostepnos¢é mikro-
i makroelementéw obecnych w pieczywie. Powstajgce w wyniku aktywnosci fitaz: mio-inozytol i jego
nizsze fosforany sg zwigzkami biostymulujgcymi o wtasciwosciach prozdrowotnych.

Wynalazek ilustrujg ponizsze przyktady wykonania, nieograniczajgce jego zakresu.

PRZYKLADY

Przyktad 1

W trakcie analizy mikrobiologicznej zuréw spontanicznych na bazie maki razowej zytniej przepro-
wadzono izolacje bakterii kwasu mlekowego w celu utworzenia kolekcji drobnoustrojéow gromadzace;j
m.in. bakterie o potencjalnie wysokim przystosowaniu do $rodowiska zuréw na bazie mak razowych.
Bakterie izolowano z podtozy statych MRS, PCM oraz Blickfeldta. Oceniono makroskopowo i mikrosko-
powo morfologie wszystkich izolatow. Utworzona zostata kolekcja 90 izolatéw o potencjalnie wysokim
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przystosowaniu do $rodowiska zuréw na bazie mgk razowych. Bakterie z utworzonej kolekcji zidentyfi-
kowane zostaty metodg sekwencjonowania genéw kodujgcych 16S rRNA. Okreslono ich przynalezno$é
gatunkowg. W tym celu wyizolowano DNA genomowe poszczegdlnych izolatéw z zastosowaniem lizy
enzymatycznej (lizozym i mutanolizyna) przy uzyciu gotowych zestawédw do izolacji DNA genomowego
firmy A&A Biotechnology (Polska). Nastepnie na matrycy wyizolowanego DNA przeprowadzono ampli-
fikacje gendéw kodujgcych 16S rRNA z wykorzystaniem starteréw specyficznych dla bakterii wtasciwych.
Produkty reakcji PCR oczyszczono i oddano do sekwencjonowania w Pracowni Sekwencjonowania
DNA i Syntezy Oligonukleotydéw IBB PAN. Otrzymane sekwencje nukleotydowe przygotowano do dal-
szych analiz, korzystajgc z programu Clone Manager. Uzyskane sekwencje nukleotydowe poréwnano
z bazami sekwencji nukleotydowych, stosujgc program BLAST. Dla wybranych grup mikroorganizmow
nalezgcych do rodzajoéw: Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus, Leuconostoc oraz Weissella prze-
prowadzono réznicowanie izolatéw w obrebie gatunkéw przy uzyciu metody losowej amplifikacji poli-
morficznych fragmentéw DNA (RAPD). Analize RAPD wykonano na matrycy wyizolowanego DNA
w dwoch powtérzeniach dla kazdego z dwoch rodzajow starterow RAPD-GACA (SEQ ID NO. 1:
GACAGACAGACAGACA) oraz RAPD-B10 (SEQ ID NO. 2: CTGCTGGGAC). Produkty amplifikacji roz-
dzielano w zelach agarozowych, wizualizowano w $wietle UV i fotografowano. Uzyskane obrazy anali-
zowano z wykorzystaniem oprogramowania firmy Syngen umozliwiajgcego poréwnanie profili otrzyma-
nych prgzkéw. Przeprowadzona analiza pozwolita na zréznicowanie izolatéw nalezgcych do okreslo-
nego gatunku, a tym samym wyodrebnienie szczepéw charakteryzujacych sie unikalnym genotypem.
Obraz rozdziatu elektroforetycznego produktédw reakcji RAPD z uzyciem startera RAPD-B10 oraz
RAPD-GACA dla szczepéw wchodzacych w skitad kultury starterowej wedtug wynalazku przedstawiono
na Fig. 6. Przynalezno$¢ gatunkowg szczepdw wchodzacych w skiad kultury starterowej stanowigcej
przedmiot wynalazku potwierdzono metodg spektroskopii masowej z uzyciem aparatu MALDI TOF przy
dokonywaniu depozytu do PCM. Zgromadzone szczepy bakterii scharakteryzowano pod wzgledem wia-
Sciwosci fizjologicznych i biochemicznych. Bakterie przebadano pod katem wiasciwosci amylolitycz-
nych, zdolnosci do produkcji i wydzielania egzopolisacharydéw, zakwaszania podtoza, produkciji zwigz-
kéw tworzgcych aromat oraz wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych. Wszystkie bakterie posiadajgce
wiasciwosci amylolityczne zostaty zidentyfikowane do rodzaju Enterococcus. Wéréd izolatéw wytwarza-
jacych egzopolisacharydy na podtozu z sacharozg (jako jedynym zrdédtem wegla) znalazty sie bakterie
nalezgce do rodzajow Weissella i Leuconostoc.

Wsréd bakterii kwaszacych wyizolowanych z podioza Blickfeldta wytypowano bakterie nalezgce
do rodzajéw Lactococcus i Enterococcus. Ponadto z innych podtozy wyizolowano wiecej bakterii o po-
tencjale kwaszgcym tj. bakterie z rodzaju Lactobacillus, dla ktérych podtoze Blickfeldta nie byto podto-
zem optymalnym. Wsréd izolatéw posiadajgcych zdolno$ci metabolizmu soli cytrynianu do zwigzkow
tworzgcych aromat (diacetyl, acetoina), zidentyfikowano wytgcznie bakterie nalezace do rodzaju Ente-
rococcus. Oznaczono wtasciwosci antagonistyczne dla izolatdéw z maki zytniej, dla ktérych stwierdzono
dziatanie antagonistyczne wobec bakterii przetrwalnikujgcych z rodzajéw Bacillus, Brevibacillus i Lysi-
nibacillus. Dla wybranych izolatéw pozyskanych z zuréw przebadano profile metaboliczne wykorzystu-
jac zestawy API 50 CH. Szczepy wchodzace w skiad kultury starterowej charakteryzujg sie zdolnoscig
do katabolizmu nastepujgcych cukréw:

B/00117 (L-arabinoza, D-ryboza, D-galaktoza, D-glukoza, D-fruktoza, D-mannoza, D-mannitol,
N-acetylo-glukozamina, Amigdalina, Arbutyna, Eskulina, Salicyna, D-celobioza, D-maltoza, D-laktoza,
D-melibioza, D-sacharoza, D-trehaloza, D-melezytoza, D-rafinoza, 3-gentiobioza);

B/00118 (D-ryboza, D-galaktoza, D-glukoza, D-fruktoza, D-mannoza, D-mannitol, D-sorbitol,
N-acetylo-glukozamina, Amigdalina, Arbutyna, Eskulina, Salicyna, D-celobioza, D-maltoza, D-laktoza,
D-melibioza, D-sacharoza, D-trehaloza, D-rafinoza, 3-gentiobioza);

B/00119 (L-arabinoza, D-ryboza, D-ksyloza, Metylo-3-D-ksylopiranozyd, D-galaktoza, D-glukoza,
D-fruktoza, Amigdalina, Eskulina, D-maltoza, D-melibioza);

B/00120 (D-ryboza, D-ksyloza, D-galaktoza, D-glukoza, D-fruktoza, D-mannoza, N-acetylo-glu-
kozamina, Amigdalina, Arbutyna, Eskulina, Salicyna, D-celobioza, D-maltoza, D-sacharoza, p-gentio-
bioza, Glukonian, 2-Keto-glukonian).

Dla wyizolowanych szczepéw, posiadajgcych korzystne wiasciwosci technologiczne iflub szerokie
spektrum zdolnoSci katabolicznych przeprowadzono testy na koegzystencje, umozliwiajgce dobér szczepdw
niewykluczajacych sie wzajemnie, mogacych wchodzi¢ w skiad wieloszczepowych kultur starterowych.

Na podstawie przeprowadzonej charakterystyki fenotypowej szczepéw opracowano zestawy bak-
terii mlekowych do testowych kultur starterowych.
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Przyktad 2

Kulture starterowg do otrzymywania zakwasu z maki razowej sktadajgca sie z bakterii fermentac;i
mlekowej otrzymano z wykorzystaniem 2-litrowego fermentora szklanego Biostat B plus, firmy Sartorius.
Biomase kazdego szczepu uzyskiwano osobno poprzez zaszczepienie podtoza hodowlanego MRS 3%
(10% w przypadku Weisella confusa) inokulum hodowli nocnej uzyskanej z pojedynczej kolonii. Wszyst-
kie procesy fermentacyjne prowadzono w temperaturze 37°C; dla Lactobacillus zastosowano system
fed-batch z suplementacjg zrddfa wegla (3 g glukozy/h) przez 16 h (od 12 do 28 h). Namnazanie bio-
masy bakteryjnej przeprowadzono bez natleniania i napowietrzania. Monitorowano i kontrolowano war-
tos¢ pH na poziomie 6,5 wykorzystujgc 10 M roztw6r NaOH. Proces prowadzono przez 30 h dla bakterii
z rodzaju Lactobacillus i 7 h dla Weisella.

W celu zageszczenia biomasy, urobek z kazdego fermentora wirowano w temperaturze 4°C, przy
6 tys. obr./min przez 15 minut, nastepnie przemywano roztworem 0,9% NaCl i ponownie wirowano.
Otrzymany osad zawieszono w roztworze o wtasciwosciach krioprotekcyjnych (0,9% NaCl, 20% treha-
loza) i mrozono w ciektym azocie. Porcje bakterii przechowywano w -80°C.

Liczba bakterii w mrozonych prébkach okre$lana byta poprzez wysiewanie 10-krotnych rozcien-
czen w soli fizjologicznej na podioze state i okreslanie liczby bakterii tworzacych kolonie (jtk/ml).

Nastepnie zmieszano biomase szczepdw bakterii:

Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117 ze szczepami Lactobacillus plantarum zdepono-
wany jako B/00118 i Lactobacillus brevis zdeponowany jako B/00119 w proporcji 1:1:1 — Zestaw 11,

Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117, Lactobacillus plantarum zdeponowany jako
B/00118, Lactobacillus brevis zdeponowany jako B/00119 i Weisella confusa zdeponowany jako
B/00120 w proporcji 1:1:1:1 — Zestaw 12;

oraz Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117 z Weisella confusa zdeponowany jako
B/00120 w proporcji 3:1 — Zestaw 12B.

Powyzsze zestawy stosowano w dalej opisanych przyktadach.

Liczba bakterii w mrozonych probkach okre$lana byta ponownie poprzez wysiewanie 10-krotnych
rozcienczen w soli fizjologicznej na podtoze state i okres$lanie liczby bakterii tworzgcych kolonie (jtk/ml).
Otrzymano preparaty o zawartosci bakterii 1019 jtk/ml.

Przyktad 3

Kulture starterowg otrzymang w Przyktadzie 2 wykorzystano do wytworzenia zakwaséw z maki
razowej zytniej. Najpierw z maki i wody z dodatkiem pojedynczego preparatu kultury starterowej wypro-
wadzano zaczatek, ktéry nastepnie uzyto do wytworzenia zakwasu wedtug nastepujgcej receptury:

Receptura do przygotowania 100 kg zakwasu

- maka zytnia typ 2000 40 kg (w tym 4 kg uzyte do zaczagtku)

— woda 60 kg (w tym 6 kg uzyte do zaczgtku), oraz

- uzyta do zaczagtku kultura starterowa komercyjna (kultura starterowa do ukwaszania maki

zytniej (bakteryjno-drozdzowa) LV2 firmy Lesaffre, zawierajgca Saccharomyces chevalieri,
Lactobacillus brevis — dane z firmy Lesaffre Bio-Corporation S.A., £édz, na podstawie
Kawka i Gérecka, 2010) 20 g

[> 108 jtk/g produktu] — 2 x 10° jtk bakterii

[> 108 jtk/g produktu] — 2 x 10° jtk drozdzy, lub

- uzyty do zaczatku preparat kultury starterowej wedtug wynalazku 2 ml [10' jtk bakterii].

Po wymieszaniu sktadnikéw (5 min), zaczgtki poddawane byly fermentacji 24 h w temperaturze
30°C. Dojrzate zaczatki mieszano z makg i wodg w odpowiedniej proporcji do uzyskania 100 kg goto-
wego zakwasu i poddawano 24 h fermentacji w 30°C. Zakwasy nastepnie schfadzano i przechowywano
w temp. 12°C przez 5 dni.

Podczas prowadzenia fermentacji oraz w trakcie przechowywania zakwaséw monitorowano pro-
ces zakwaszania przy uzyciu skomputeryzowanego systemu oceny aktywnosci kwaszgcej (iCINAC).
Pomiary kwasowo$ci czynnej dokonywane byty co 10 min z wykorzystaniem aparatu iCINAC, natomiast
kwasowos$¢ miareczkowg zakwasdw wyznaczano kilkukrotnie w trakcie prowadzenia badan przez okres
7 dni z uzyciem wodorotlenku sodu w obecno$ci fenoloftaleiny wg ,Pieczywo — Metody badan”, PN-A-
-74108. Wyniki pomiaréw przedstawiono na Fig. 1. W przypadku wszystkich trzech preparatéw kultury
starterowej, Zestawu 11, 12 i 12B opisanych w przyktadzie 2, uzyskano optymalng aktywnos$¢ kwaszgcg
zblizong do aktywnos$ci kwaszacej pordwnywanej kultury komercyjnej, a uzyskane zakwasy pozostaty
stabilne przez 5 dni do korica okresu monitorowania.
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Przyktad 4

W analogiczny sposdéb co w Przyktadzie 3 wykorzystano kulture starterowg otrzymang
w Przyktadzie 2 do wytworzenia zakwaséw z maki petnoziarnistej orkiszowej. Receptura do przy-
gotowania 100 kg zakwasu

- maka orkiszowa petnoziarnista 40 kg (w tym 4 kg uzyte do zaczgtku)

— woda 60 kg (w tym 6 kg uzyte do zaczgtku), oraz

- uzyta do zaczgtku kultura starterowa komercyjna (kultura starterowa do ukwaszania maki

zytniej (bakteryjno-drozdzowa) LV2 firmy Lesaffre) 20 g, lub

- uzyty do zaczatku preparat kultury starterowej wedtug wynalazku 2 ml [10'° jtk bakterii].

Wyniki pomiaréw aktywnos$ci kwaszgcej dla Zestawu 12 i Zestawu 12B dla maki orkiszowej przed-
stawiono na Fig. 2. Podobnie jak dla maki razowej zytniej uzyskano optymalng aktywnos¢ kwaszaca,
a uzyskane zakwasy pozostaty stabilne przez 5 dni do korica okresu monitorowania.

Przyktad 5

Zakwasy uzyskane w Przyktadzie 3 postuzyty do wytworzenia pieczywa razowego zytniego bez
dodatku drozdzy, ktére poréwnano z pieczywem wyprodukowanym z uzyciem kultury starterowej ko-
mercyjnej (kultura starterowa do ukwaszania maki zytniej (bakteryjno-drozdzowa) LV2 firmy Lesaffre)
przeznaczonej do ukwaszania maki zytniej oraz z pieczywem wyprodukowanym na bazie zakwasow
spontanicznych.

Receptura do przygotowania pieczywa (chleby o wadze 0,5 kg)

Przygotowanie surowcow i ich namiary (100 kg ciasta):

maka zytnia typ 2000 50,6 kg

- zakwas z maki zytniej typ 2000 17,1 kg
- sol 1,17 kg
- woda (temp. 38°C) 3,1kg
Wytwarzanie i sporzgdzanie ciasta wtasciwego
- czas miesienia — wolne obroty 7 min.
- czas miesienia — szybkie obroty 3 min.
—  temperatura ciasta wiasciwego do 35°C
Dzielenie, formowanie, ksztattowanie ciasta wtasciwego

- masa kesa 0,6 kg

- czas dzielenia i ksztattowanie ciasta na kesy 45 min.

- czas fermentaciji ciasta wtasciwego w kesach do 240 min.
Proces wypieku

—  temperatura wypieku: 200°C

- czas wypieku 60 min.

Nazwy probek:

e VSZ1 - chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie spontanicznym — 1 powtdrzenie
\VVSZ2 — chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie spontanicznym — 2 powtorzenie
VKZ K - chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie z kulturg starterowg komercyjng K
VKZ 11 - chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie z kulturg starterowg — Zestaw 11
VKZ 12 - chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie z kulturg starterowg — Zestaw 12
VKZ 12B - chleb razowy zytni wytagcznie na zakwasie z kulturg starterowg — Zestaw 12B.

Otrzymane pieczywo poddano ocenie organoleptycznej wg PN-A-74108:1996, analize przepro-
wadzono metodg punktowg przez minimum 15-to osobowy panel o sprawdzonej wrazliwo$ci sensorycz-
nej (Tabela 1). Kazdy rodzaj pieczywa zakwalifikowano do odpowiedniej klasy jakosci zgodnie z PN-A-
-74108:1996, doliczajgc do sumy punktéw z oceny organoleptycznej kazdego badanego pieczywa 8
punktoéw za wskazniki biochemiczne (Tabela 2). WWykonano réwniez pomiar masy zimnych bochenkéw,
ktére wraz z recepturg postuzyty do obliczenia wydajnoéci ciasta oraz catkowitej straty wypiekowej (Ja-
kubczyk i Haber [1981]). Analizowano réwniez objeto$¢ bochenkéw w aparacie Volscan Profiler (Stable
Micro System, Wielka Brytania) i na podstawie masy bochenkéw obliczono objetos¢ 100 g pieczywa
(Tabela 2). Wykonano réwniez analize wilgotno$ci miekiszu metodg suszarkowg (wg AOAC — metoda
nr 925.10) oraz profilu tekstury miekiszu chlebéw, analizatorem tekstury TA.XT Plus (Stable Micro Sys-
tems, Wielka Brytania) (Tabela 3). Postugujgc sie oprogramowaniem Exponent v. 4.0.13.0. i standar-
dowym programem makro dla testu TPA (Stable Micro Systems, Wielka Brytania), obliczono twardo$¢
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(maksymalng site osiggnietg podczas pierwszego Sciskania), sprezysto$¢ (zdolinosé miekiszu do odzy-
skania pierwotnej wysokosSci w czasie pomiedzy koricem pierwszego $cisniecia, a poczatkiem drugiego
Scisniecia), spbéjnosé (stopien rozpadu materiatu pod wptywem oddziatywania mechanicznego na pro-
dukt, wyrazang jako stosunek pola powierzchni pod krzywag drugiego Sciskania do pola powierzchni pod
krzywg pierwszego Sciskania), zujno$¢ (energie potrzebng do rozdrobnienia (zucia) produktu o konsy-
stenc;ji statej, do stanu nadajgcego sie do potkniecia — jest to iloczyn twardosci, spdjnosci i sprezystosci)
oraz odbojnos¢ — sprezysto$é natychmiastowa miekiszu (zdolno$¢ powrotu do formy pierwotnej prébki
poddanej deformacji wyrazona jako pochodna czasu po sile).
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Tabela 2. Jako$¢ chlebéw zytnich wytworzonych bez dodatku drozdzy na zakwasie fermentowanym
Z udziatem kultur starterowych

Nazwa Masa Objetosé Objetosé 100 g | Ocena organoleptyczna Kwasowos$¢
[6bki bochenka bochenka pieczywa Srednia suma Klasa miekiszu

P (] [cm?] [cm?] punktow jakosci [°kw]
VSZ1 514 b 5 |897d 124 |175¢ 4 ([(338a 13,6 I 10
VSZ2 519 bc 17 |863¢C +21 |166d ¥4 |358ab 21 | 11
VKZ K 523 ¢ 5 |781a 114 |149a 3 |359ab 19 I 9
VKZ 11 523 ¢ 5 [815b 211 |156 Db 3 |36,3b 121 I 8
VKZ12 (518bc +4 |817b 113 [158 bc +2 |[354ab 120 I 10
VKZ 12B (508 a 6 |814b 19 ([160c 12 |37,6b 11,0 | 8

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe, a, b... — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w ko-
lumnie réznig sie statystycznie istotnie przy p < 0,05

Otrzymane chleby przechowywano przez 7 dni, i w celu okres$lenia zmian zachodzgcych podczas
starzenia sie pieczywa wykonano analize wilgotnoSci miekiszu metodg suszarkowg (wg AOAC — me-
toda nr 925.10) oraz profilu tekstury miekiszu chlebdéw, analizatorem tekstury TA.XT Plus (Stable Micro
Systems, Wielka Brytania). Wyniki analizy po 5 i 7 dobie przechowywania zamieszczono odpowiednio
w Tabeli 4i5.

Dla wytworzonego pieczywa wyznaczono réwniez trwato$é mikrobiologiczng metodg termosta-
towg (wg PN-A-74102:1999) (Tabela 6). Losowo pobrang prébke wyrobu termostatowano w tempera-
turze 30°C i obserwowano ewentualne zmiany organoleptyczne wywotane przez ple$nie, rbwnorzednie
prébke termostatowano rowniez w temperaturze 37°C, w celu okre$lenia zmian organoleptycznych wy-
wotywanych przez tlenowe bakterie przetrwalnikujgce amylolityczne. Wszystkie chleby przechowywano
przez minimum 7 dni, a odczyty przeprowadzano po 1, 5 i 7 dobie przechowywania, a nawet dtuzej —
do momentu wystgpienia pierwszych zmian wywotanych przez mikroorganizmy lub koniecznos$ci zwol-
nienia miejsca w cieplarce dla nowych prébek. Poza wyznaczeniem trwato$ci mikrobiologicznej pie-
czywa metodg termostatowg, wykonano réwniez posiewy mikrobiologiczne, majgce na celu okreslenie
w 1 g pieczywa: liczby tlenowych bakterii amylolitycznych (zgodnie z PN-A-74134-4:1998) (OLBA),
liczby tlenowych przetrwalnikujgcych bakterii amylolitycznych (zgodnie z PN-A-74134-4:1998)
(OLBAP), liczby drozdzy i plesni (zgodnie z PN-A-74134-6:1998) (OLG) (Tabela 7). Wszystkie analizy
mikrobiologiczne wykonywano w trzech powtérzeniach w 1, 5 7 dobie przechowywania pieczywa.

W otrzymanym pieczywie oraz w mace oznaczono zawartos¢ fosforanéw mio-inozytolu (wg Chen
i Li, 2003) (Tabela 8). Ponadto w chlebach oznaczono kwasowos$¢ miekiszu metodg miareczkowg wg
PN-A-74108:1996 oraz zawarto$¢ substanciji ksztattujgcych aromat pieczywa, metodg HPLC/UV, opierajac
sie na badaniach Wiseblatt i Zoumut (1963), Johnson i Linko (1964 i Lefebvre i wsp. (2002) (Tabela 9).
Wsréd zwigzkéw aromatycznych oznaczono zawarto$é kwaséw organicznych (kwasu mlekowego, oc-
towego, propionowego cytrynowego, winowego, jabtkowego i cytrynowego).

Wszystkie analizy jakosci, profili tekstury oraz sktadu chemicznego chlebéw wykonano w mini-
mum dwoch powtdrzeniach, ostateczny wynik przedstawiono w postaci wartosci Srednich £ SD (odchy-
lenie standardowe). Zastosowano jednoczynnikowg analize wariancji (ANOVA) w programie Statistica 10.
Istotno$é réznic miedzy warto$ciami Srednimi weryfikowano testem Duncana przy o = 0,05.

Pieczywo razowe zytnie bez dodatku drozdzy uzyskane na zakwasach z udziatem kultury starte-
rowej wedtug wynalazku dla wszystkich proponowanych w wynalazku zestawien drobnoustrojow cha-
rakteryzuje sie wiekszg objetoscig i wilgotnoscig miekiszu, znaczaco mniejszg twardosScig i zujnoscig
miekiszu w poréwnaniu do pieczywa kontrolnego wytworzonego w oparciu o kulture komercyjng. Pie-
czywo na zakwasie suplementowanym opracowang kulturg starterowg wykazuje takg samg trwatosc
mikrobiologiczng (6 dni) jak pieczywo kontrolne z kulturg komercyjng.

Najlepszg ocene organoleptyczng, wéréd razowych chlebdéw zytnich bez dodatku drozdzy uzy-
skato pieczywo wytworzone z udziatem Zestawu 12B. Zestawy 11 i 12B zostaty ocenione znaczgco
lepiej zarébwno w stosunku do zakwasow spontanicznych, jak rowniez wzgledem kultury komercyjne;j.

Ze wzgledu na uzyskane najlepsze parametry technologiczne Zestawy 11 i 12B sg szczegdlnie
polecane dla pieczywa razowego zytniego bez dodatku drozdzy.
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Wykorzystanie zakwasow sporzgdzonych z razowej maki zytniej przy udziale kultury starterowe;j

do produkcji pieczywa, spowodowato we wszystkich chlebach zytnich bez dodatku drozdzy znaczace
zmniejszenie ilosci fosforanéw mio-inozytolu (IP), w stosunku do analizowanych surowcoéw, czyli maki

z petnego przemiatu, uzytej do wypieku, dla ktérej sumaryczna zawartos¢ IP w % s.m. wynosita 1,18.

Zmniejszenie zawartosci tych zwigzkéw wyniosto od 1,5 do 4,7 razy.
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Tabela 7. Liczba tlenowych bakterii amylolitycznych (OLBA), tlenowych przetrwalnikujgcych bakterii amylolitycz-
nych (OLBAP) oraz liczba plesni i drozdzy (OLG) po 1, 51 7 dobie przechowywania chlebéw zytnich wytworzo-
nych bez dodatku drozdzy na zakwasie fermentowanym z udziatem kultur starterowych

PL 238 154 B1

OLBA OLBAP OoLG
Nazwa probki T 05 |7 |1 |5 |7 |1 5 7
[itk/g pieczywa]

VSZ1 0 0 0 0 0 0 2,0x10! 1,0x10° 2,0x10!
VSZ2 0o |0 |0 |JO |O (O |O 0 6,0x10'
VKZ K O |0 |O |O |O (O |O 0 0
VKZ 11 0 0 0 0 0 0 0 2x10! 2,5x103
VKZ 12 0 |0 |O |O |O (O |O 0 0
VKZ 12B 0O |0 |O |O |O (O |O 2,9x102 1,3x103

Tabela 8. Zawarto$¢ fosforanéw mio-inozytolu w mace oraz chlebach zytnich wytworzonych bez dodatku drozdzy

na zakwasie fermentowanym z udziatem kultur starterowych

Zawartosé fosforanéw mio-inozytolu Zawartosé fosforanéw mio-inozytolu
Nazwa (% mm.) (% s.m.))
propki IP6 Suma 1P P6 Suma IP
VSZ1 0,01a $0,01 0,06a 0,00 0,02a + 0,01 0,10a £ 0,01
V&Z2 0,02a +0,00 0,07a + 0,01 0,04a +0,00 0,11a+ 0,01
VKZ K 0,06c¢ £ 0,00 0,25d + 0,00 0,10c £ 0,00 0,44c £ 0,00
VKZ 11 0,04b £ 0,00 0.17¢ £ 0,00 0,07b £ 0,00 0,28b + 0,00
VKZ 12 0,01a £0,00 0.13b + 0,00 0,03a £ 0,00 0,25b + 0,02
VKZ 12B 0,14d £ 0,00 0.41e¢ £ 0,02 0,28d £ 0,02 0,80d £ 0,08

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe, a, b...

lumnie réznig sie statystycznie istotnie przy p < 0,05

— wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w ko-
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Przyktad 6

Zakwasy uzyskane w Przyktadzie 3 postuzyly réwniez do wytworzenia pieczywa razowego zyt-
niego z dodatkiem drozdzy piekarskich S. cerevisiae, ktére poréwnano z pieczywem z dodatkiem tych
samych drozdzy piekarskich wyprodukowanym z uzyciem kultury starterowej komercyjnej przeznaczo-
nej do ukwaszania maki zytniej (kultura starterowa do ukwaszania maki zytniej (bakteryjno-drozdzowa)
LV2 firmy Lesaffre) oraz z pieczywem wyprodukowanym na bazie zakwaséw spontanicznych.

Receptura do przygotowania pieczywa (chleby o wadze 0,5 kg)

Przygotowanie surowcow i ich namiary (100 kg ciasta):

maka zytnia typ 2000 50,3 kg

- zakwas z maki zytniej typ 2000 17,0 kg

- drozdze 0,55kg

- sol 1,17 kg

— woda (temp. 38°C) 31,0 kg
Wytwarzanie i sporzgdzanie ciasta wtasciwego

- czas miesienia — wolne obroty 7 min.

- czas miesienia — szybkie obroty 3 min.

—  temperatura ciasta wiasciwego do 35°C
Dzielenie, formowanie, ksztattowanie ciasta wtasciwego

- masa kesa 0,6 kg

- czas dzielenia i ksztattowanie ciasta na kesy 45 min.
- czas fermentaciji ciasta wtasciwego w kesach do 90 min.
Proces wypieku

—  temperatura wypieku: 200°C
- czas wypieku 60 min.
Nazwy probek:

e VSZ1 - chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie spontanicznym — 1 powtdrzenie

VVSZ2 — chleb razowy zytni wytgcznie na zakwasie spontanicznym — 2 powtérzenie
VKDZ K - chleb razowy zytni na zakwasie z kulturg starterowg komercyjng K i drozdzach
VKDZ 11 — chleb razowy zytni na zakwasie z kulturg starterowg (Zestaw 11) i drozdzach
VKDZ 12 — chleb razowy zytni na zakwasie z kulturg starterowg (Zestaw 12) i drozdzach
VKDZ 12B - chleb razowy zytni na zakwasie z kulturg starterowg (Zestaw 12B) i droz-
dzach.

Analizy jako$ci, profili tekstury, analizy mikrobiologiczne oraz sktadu chemicznego chlebéw wy-

konano jak opisano w Przykfadzie 5. Wyniki oceny wyprodukowanego chleba przedstawiono w Tabe-
lach 10-16.
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Tabela 11. Jako$¢é chlebéw zytnich wytworzonych z dodatkiem drozdzy na zakwasie fermentowanym
Z udziatem kultur starterowych

Nazwa Masa Objetosé Objetos¢ 100 g ,Ocena organoleptyczna Kwasowo$¢
r6bki bochenka bochenka pieczywa Srednia suma Klasa miekiszu

P 9] [cm? [cm?] punktow jakosci [°kw]
VSZ1 514 b +5 |897b +24 |175b +4 338 a +3,6 ] 10
VSz2 519b %7 [863a £21 |166a 4 |358a 2,1 ( 11
VKDZ K 514b +5 (849a 12 |165a 3 |358a 34 ( 5
VKDZ 11 517b +7 [847a #17 |164a +3 [(360ab 272 I 5
VKDZ 12 514b 6 [853a %11 |166a +3 |38,1b 16 | 6
VKDZ 12B | 506 a +8 |886b +10 |175b +2 378b 0,8 ( 5

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe, a, b... — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w ko-
lumnie réznig sie statystycznie istotnie przy p < 0,05

Pieczywo razowe zytnie z dodatkiem drozdzy uzyskane na zakwasach z udziatem kultury starte-
rowej dla zestawu drobnoustrojow 12 i 12B charakteryzuje sie wiekszg objetoscig i wilgotnoscig mieki-
Szu, znaczgco mniejszg twardoscig i zujnoscig miekiszu w poréwnaniu do pieczywa kontrolnego wytwo-
rzonego w oparciu o kulture komercyjng. Pieczywo na zakwasie suplementowanym opracowang kulturg
starterowg wykazuje takg samg trwato$¢ mikrobiologiczng (3 dni) jak pieczywo kontrolne z kulturg ko-
mercyjna.

Najwyzszg ocene organoleptyczng, wéréd razowych chlebéw zytnich z dodatkiem drozdzy uzy-
skato pieczywo wytworzone z udziatem Zestawu 12. Zestawy 12 oraz 12B zostaty ocenione znaczgco
lepiej zarébwno w stosunku do zakwasow spontanicznych jak rowniez wzgledem kultury komercyjne;j.

Ze wzgledu na uzyskane najlepsze parametry technologiczne Zestawy 12 i 12B sg szczegoinie
polecane dla pieczywa razowego zytniego z dodatkiem drozdzy.

Fermentacja zakwasow sporzgdzonych z razowej maki zytniej przy udziale kultury starterowej,
spowodowata we wszystkich chlebach zytnich z dodatkiem drozdzy znaczgce zmniejszenie ilosci fosfo-
ranéw mio-inozytolu (IP), w stosunku do analizowanych surowcdw, czyli maki z petnego przemiatu, uzy-
tej do wypieku, dla ktérej sumaryczna zawarto$é IP w % s.m. wynosita 1,18. Zmniejszenie zawartosci
tych zwigzkow wyniosto od 1,7 do 2,4 razy.
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Tabela 16. Liczba tlenowych bakterii amylolitycznych (OLBA), tlenowych przetrwalnikujgcych bakterii amylolitycz-
nych (OLBAP) oraz liczba plesni i drozdzy (OLG) po 1, 5 7 dobie przechowywania chlebéw zytnich wytworzo-
nych z dodatkiem drozdzy na zakwasie fermentowanym z udziatem kultur starterowych

OLBA OLBAP OLG
Nazwa probki 1 | 5 ‘ 7 |1 | 5 | 7 |1 5 7
(itk/g pieczywal]
VSZ1 0 |0 |0 [0 |0 |0 |20x10 1,0x10' 2,0x10"
VSZ2 0 (0 |0 |0 |O |O |O 0 6,0x10!
VKDZ K 0 |0 |0 |0 |0 |0 |1,5x10 4,1x108 1,4x10%
VKDZ 11 0 [0 |0 [0 |0 |O |O 3x102 1,2x108
VKDZ 12 0 |0 |0 [0 |0 |0 |10 6.2x10° 2,2x10*
VKDZ 12B o |0 |0 |0 |0 |o |O 1.2x10° 2,5x10°

Tabela 17. Zawarto$¢ fosforandéw mio-inozytolu w mace oraz chlebach zytnich na zakwasie fermentowanym
Z udziatem kultur starterowych z udziatem drozdzy

Zawartosé¢ fosforanéw mio-inozytolu Zawarto$é fosforanéw mio-inozytolu
Nazwa (%o mm.) (%6 s.m.})
probki IP6 Suma IP IP6 Suma IP
VSZ1 0,01a +£0,01 0,06a + 0,00 0,02a + 0,01 0,10a + 0,01
VSZ2 0,02a £ 0,00 0,07a £ 0,01 0,04a + 0,00 0,11a £ 0,01
VKDZ K 0,20c + 0,01 0,39c £ 0,00 0,37¢ £ 0,02 0,69c £ 0,01
VKDZ 11 0,20c £ 0,02 0,39c + 0,02 0,33¢+ 0,05 0,63¢ + 0,08
VKDZ 12 0,11b £ 0,00 0,27b £ 0,00 0,20b = 0,01 0,50b + 0,03
VKDZ 12B 0,25d + 0,01 0,37¢ £ 0,00 0,44d + 0,01 0,64c + 0,01

W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe, a, b... — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami w ko-
lumnie réznig sie statystycznie istotnie przy p < 0,05
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Przyktad 7

Zakwasy uzyskane w Przyktadzie 4 postuzyty réwniez do wytworzenia pieczywa petnoziarnistego
orkiszowego z dodatkiem drozdzy, ktére poréwnano z pieczywem wyprodukowanym na bazie zakwa-
séw spontanicznych.

Receptura do przygotowania pieczywa (chleby o wadze 0,5 kg)

Przygotowanie surowcoéw i ich namiary (100 kg ciasta):

- maka petnoziarnista orkiszowa 50,7 kg

- zakwas z maki petnoziarnistej orkiszowej 12,7 kg

- drozdze 0,07 kg
- sol 0,97 kg
- woda (temp. 38°C) 35,5kg
Wytwarzanie i sporzgdzanie ciasta wtasciwego

- czas miesienia — wolne obroty 6 min.

- czas miesienia — szybkie obroty 8 min.
Dzielenie, formowanie, ksztattowanie ciasta wtasciwego

- masa kesa 0,6 kg

- czas dzielenia i ksztattowanie ciasta na kesy 45 min.

- czas fermentaciji ciasta wtasciwego w kesach do 90 min.
Proces wypieku

—  temperatura wypieku: 200°C

- czas wypieku 55-60 min.

Nazwy probek:
e VSO1 - chleb razowy orkiszowy wytgcznie na zakwasie spontanicznym — 1 powtdrzenie
e VSO2 - chleb razowy orkiszowy wytgcznie na zakwasie spontanicznym — 2 powtdrzenie
e VKDO 12 - chleb orkiszowy petnoziarnisty na zakwasie z kulturg starterowg (Zestaw 12)
i drozdzach
¢ VKDO 12B - chleb orkiszowy petnoziarnisty na zakwasie z kulturg starterowg (Zestaw 12B)
i drozdzach
Analizy jakosci, profili tekstury, analizy mikrobiologiczne oraz sktadu chemicznego chlebéw wy-
konano jak opisano w Przykfadzie 5. Wyniki oceny wyprodukowanego chleba przedstawiono w Tabe-
lach 19-25.
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Tabela 20. Jako$¢é chlebéw orkiszowych wytworzonych z dodatkiem drozdzy na zakwasie fermentowanym
Z udziatem kultur starterowych

Masa Objetosc Objgtos¢ 100 g | Ocena arganoleptyczna | Kwasowoscé
Nazwa probki bochenka bochenka pieczywa Srednia suma | Klasa miekiszu
[g] [cm?] [cm3] punktow jakosci [Pkw]

VSO 1 526d +10 [888 a +33 |169a +5 351a 124 Il 11
V80O 2 509 ¢ x5 [955Db 16 (187Db 14 355a 218 Il 9
VKDO 12 494 b 2 |1082d 19 (219d 14 380b %12 | 4
VKDO 12B 492 b 3 |1095d 12 [223e +3 366ab *29 | 4
W tabeli przedstawiono wartosci $rednie + odchylenia standardowe, a, b... — wartosci $rednie oznaczone réznymi literami

w kolumnie réznig sie statystycznie istotnie przy p < 0,05

Pieczywo orkiszowe z maki petnoziarnistej z dodatkiem drozdzy wyprodukowane na zakwasach
Z udziatem kultury starterowej dla zestawu drobnoustrojéow 12 i 12B charakteryzuje sie wiekszg objeto-
Scig, znaczaco mniejszg twardoscig i zujnoscig miekiszu w poréwnaniu do pieczywa wytworzonego
w oparciu 0 zakwasy spontaniczne. Pieczywo na zakwasie suplementowanym opracowang kulturg star-
terowg wykazuje wystarczajgcg trwato$é mikrobiologiczng dla tego typu pieczywa wynoszacg 3 dni
w przypadku Zestawu 12 i 5 dni dla Zestawu 12B.

Pieczywo wytworzone z udziatem opracowanej kultury starterowej uzyskato znaczgco wyzsza
ocene organoleptyczng w poréwnaniu do chlebéw na zakwasach spontanicznych, ktére zakwalifiko-
wano do Il klasy jakoSci.

Ze wzgledu na uzyskane najlepsze parametry technologiczne dla pieczywa orkiszowego z maki
petnoziarnistej wytworzonego z udziatem drozdzy szczegdlnie polecany jest Zestaw 12B.
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Tabela 25. Liczba tlenowych bakterii amylolitycznych (OLBA), tlenowych przetrwalnikujgcych bakterii amylolitycz-
nych (OLBAP) oraz liczba plesni i drozdzy (OLG) po 1, 51 7 dobie przechowywania chlebéw orkiszowych wytwo-
rzonych z dodatkiem drozdzy na zakwasie fermentowanym z udziatem kultur starterowych

OLBA OLBAP OoLG
Nazwa prébki 1 5 7 1 5 7 1 5 7
[itk/g pieczywa]

VSO1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
vS02 0 |0 0 0 0 0 0 0 1,4x102 drozdze
VYKDO 12 0 0 0 0 0] 0 4,3 x10! 3,2x10% | 4,3x104
VYKDZ 12B 0 0 0 0 0 0 7,5x10! 5,2x108 7x10%

Przyktad 8

Dla zakwas6w otrzymanych na mace razowej zytniej uzyskanych w Przyktadzie 3 przeprowa-
dzono analize mikrobiologiczng metodami zaleznymi od hodowli poprzez wysiewanie na odpowiednie
podioza 10-krotnych rozcienczen homogenizowanych zakwaséw. W probkach zakwaséw na bazie mak
razowych oznaczono liczbe drobnoustrojow, m.in.

- 0géing liczbe bakterii tlenowych i beztlenowych (na podtozu statym PCM z aktidionem, 72 h,

w temp. 30°C w warunkach tlenowych i beztlenowych),

- termofilnych i mezofilnych bakterii kwasu mlekowego (LAB) (na podtozu MRS, pH=5,4; 72 h,
w temp. 42°C oraz 30°C w warunkach beztlenowych),

- drozdzy i ple$ni (na podfozu YPG, 5 dni, w temp. 25°C w warunkach tlenowych)

- oraz bakterii przetrwalnikujgcych (na podtozu LB po sterylizacji prébek zuru, 48 h, w temp.
30°C w warunkach tlenowych. Wyniki dla zakwaséw z maki zytniej wytworzonych z udzia-
fem kultury starterowej wzgledem kultury starterowej komercyjnej oraz zakwasu spontanicz-
nego po 72 h fermentacji przedstawiono na Fig. 3.

Przyktad 9

Dla zakwaso6w otrzymanych na mace petnoziarnistej orkiszowej uzyskanych w Przykfadzie 4 wy-
konano analize mikrobiologiczng metodami zaleznymi od hodowli w spos6b opisany w Przyktadzie 8.
Wyniki dla zakwaséw z maki petnoziarnistej orkiszowej wytworzonych z udziatem kultury starterowe;j
wzgledem zakwasu spontanicznego po 72 h fermentacji przedstawiono na Fig. 4.

Przyktad 10

Dla zakwasu otrzymanego w Przyktadzie 3 na mgce razowej zytniej z udziatem Zestawu 12 kul-
tury starterowej oraz zakwasu spontanicznego zytniego po 72 h fermentacji wykonano analize ré6zno-
rodnosci bakterii metodami niezaleznymi od hodowli. Analize metagenetyczng probek zakwaséw wyko-
nano na bazie metagenomowego DNA bakterii uzyskanego metodg lizy enzymatycznej z uzyciem lizo-
zymu i mutanolizyny oraz ekstrakcji z wykorzystaniem fenolu i chloroformu. Na otrzymanych prepara-
tach DNA przeprowadzono reakcje amplifikacji z odpowiednimi starterami dla regionéw zmiennych V3
i V4 gendéw kodujgcych 16S rRNA. Uzyskane amplikony nastepnie zsekwencjonowano metodg NGS
(platforma MiSeq lllumina). Odczyty z sekwencjonowania zostaty odczyszczone i sklastrowane przy
pomocy programu MOTHUR z wykorzystaniem bazy sekwencji referencyjnych SILVA. Wyniki analizy
bioinformatycznej pokazujg, ze w obu prébkach zakwaséw dominuje typ Firmicutes (rzad Lactobacilla-
les), ktérego udziat dla Zestawu 12 wynosi 97%, a dla zakwasu spontanicznego 98%. Struktura takso-
nomiczna bakterii w badanych zakwasach zostata przedstawiona na poziomie rzedu Lactobacillales
(Fig. 5). Najliczniej reprezentowany w obu zakwasach jest rodzaj Lactobacillus (80% i 87% zidentyfiko-
wanych OTU, odpowiednio dla Zestawu 12 i zakwasu spontanicznego).
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Lista sekwenciji:

<110> 1IBB

<120> BAKTERYJNA KULTURA STARTEROWA, ZAKWAS JA ZAWIERAJACY, SPOSOR
WYTWARZANIA PIECZYWA I ZASTOSOWANIE BAKTERYJNEJ KULTURY
STARTEROWEJ LUB ZAKWASU DO WYTWARZANIA PIECZYWA

<130> PK/4896/AGR

<le0> 2

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 16

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Starter RAPD-GACA

<400> 1

gacagacaga cagaca 16

<210> 2

<211> 10

<212> DNA

<213> artificial

<220>

<223> Starter RAPD-BRI10

<400> 2

ctgctgggac 10

Zastrzezenia patentowe

Bakteryjna kultura starterowa zawierajgca bakterie fermentacji mlekowej w postaci biomasy,
znamienna tym, ze w sktadzie zawiera szczep Lactobacillus plantarum zdeponowany jako
B/00117, Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00118 i Lactobacillus brevis zdepono-
wany jako B/00119 oraz Weisella confusa zdeponowany jako B/00120.

Bakteryjna kultura starterowa wedtug zastrz. 1, znamienna tym, ze stosunek szczepéw Lac-
tobacillus plantarum zdeponowanego jako B/00117 do Lactobacillus plantarum zdeponowa-
nego jako B/00118 do Lactobacillus brevis zdeponowanego jako B/00119 do Weisella confusa
zdeponowanego jako B/00120 wynosi odpowiednio 1:1:1:1.

Bakteryjna kultura starterowa wedtug dowolnego z zastrz. 1-2, znamienna tym, ze zawiera
co najmniej 1 x 1010 jtk/ml bakterii w biomasie.

Zakwas z maki razowej lub petnoziarnistej znamienny tym, ze zawiera kulture starterowg
okre$long w dowolnym z zastrz. 1-3.

Zakwas wediug zastrz. 4, znamienny tym, ze zakwas jest z magki razowej, zytniej i jest prze-
znaczony do wyrobu pieczywa bez dodatku drozdzy.

Zakwas wediug zastrz. 4, znamienny tym, ze zakwas jest z maki razowej, zytniej i jest prze-
znaczony do wyrobu pieczywa z dodatkiem drozdzy.

Zakwas wedtug zastrz. 6, znamienny tym, ze kultura starterowa zawiera zasadniczo wytgcz-
nie szczepy Lactobacillus plantarum zdeponowany jako B/00117 i Lactobacillus plantarum
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zdeponowany jako B/00118 i Lactobacillus brevis zdeponowanego jako B/00119 oraz Wei-
sella confusa zdeponowany jako B/0010 w stosunku 1:1:1:1.

Zakwas wediug zastrz. 4, znamienny tym, ze zakwas jest z maki orkiszowe;j.

Sposdb wytwarzania pieczywa, znamienny tym, ze obejmuje etap dodawania kultury starterowej
okres$lonej w dowolnym z zastrz. 1-3 lub zakwasu okreslonego w dowolnym z zastrz. 4-8.
Zastosowanie kultury starterowej okreslonej w dowolnym z zastrz. 1-3 lub zakwasu okreslo-
nego w dowolnym z zastrz. 4-8 do wytwarzania pieczywa.

Nowy szczep bakteryjny Lactobacillus plantarum zdeponowany w PCM pod nr B/00117.
Nowy szczep bakteryjny Lactobacillus plantarum zdeponowany w PCM pod nr B/00118.
Nowy szczep bakteryjny Lactobacillus brevis zdeponowany w PCM pod nr B/00119.

Nowy szczep bakteryjny Weisella confusa zdeponowany w PCM pod nr B/00119.
Kompozycja bakteryjna zawierajgca co najmniej jeden szczep bakteryjny okreslony w zastrz..
11-14.

Spos6b wytwarzania pieczywa, znamienny tym, ze obejmuje etap dodawania nowego
szczepu bakteryjnego okreslonego w zastrz. 11-14 i/lub kompozycji bakteryjnej okresSlonej
w zastrz. 15.

Zastosowanie nowego szczepu bakteryjnego okreSlonego w zastrz. 11-14 i/lub kompozycji
bakteryjnej okreslonej w zastrz. 15 do wytwarzania pieczywa.
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