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Ausgangssituation:

Die Herstellung von Brot und Backwaren war in
den vergangenen Jahrzehnten einem grundle-
genden Wandel hin zur industriellen Produktion,
groRBerem Produktionsmalstab und langeren
Vertriebswegen unterworfen. Damit verbunden
sind erhohte Anforderungen an die Haltbarkeit
der Produkte. Hydrokolloide werden als Zusatz-
stoffe zur Verbesserung der Maschinengéngig-
keit der Teige, zur Verbesserung der Brotqualitat
sowie zur verlangerten Haltbarkeit von Brot und
Backwaren verwendet. Diese positive Wirkung
von Hydrokolloiden kann ebenfalls durch Bildung
von Exopolysacchariden (EPS) durch Milchséaure-
bakterien (MSB) erzielt werden. In den vergange-
nen Jahren wurde durch Charakterisierung der
EPS-Bildung durch getreideassoziierte Milchsau-
rebakterien, den Nachweis der technologischen
Wirksamkeit dieser Polysaccharide und durch
Nachweis ihrer Bildung im Teig die Grundlagen
fir den Einsatz von EPS-bildenden Milchséaure-
bakterien bei der biotechnologischen Herstellung
von Backmitteln geschaffen. Vorarbeiten haben
gezeigt, dass Sauerteig-Laktobazillen ein grof3es
Potential zur EPS-Bildung haben. In einem ersten
Screening waren mehr als 20 % der Isolate EPS-
positiv. L. sanfranciscensis bildet wahrend der
Sauerteigfermentation mit Weizen- oder Roggen-
mehlen EPS in technologisch relevanten Men-

gen. Bei direkt geflihrten Broten konnte durch
Zusatz von 0,1 % EPS von L. sanfranciscensis
das Altbackenwerden deutlich verzdgert wer-
den.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, das Po-
tential von Milchsaurebakterien zur EPS-Bildung
fur die Herstellung von Backmitteln mit fermen-
tativ angereichertem Exopolysacchariden zu nut-
zen. Dabei sollte die technologische Wirkung des
EPS auf verlangerte Haltbarkeit von Backwaren
und verbesserte Verarbeitungseigenschaften von
Teigen zum Tragen kommen.

Forschungsergebnis:

Screening von Milchsaurebakterien auf Exopoly-
saccharidbildung

In einem physiologischen und PCR-gestitzten
Screening von Milchsaurebakterien auf EPS-BIl-
dung konnte ein hoher Anteil an EPS bildenden
Milchsaurebakterien gefunden werden, die im
Sauerteig Anwendung finden kénnen. Vor allem
Stdamme von L. reuteri, L. sanfranciscensis,
L. frumenti, L. pontis, L. fermentum, L. mucosae
und L. animalis erwiesen sich als gute EPS-
Produzenten. Das Molekulargewicht des EPS be-
trug mindestens 5*10°. Glucan wurde fast aus-
schliellich von L. reuteri-Stammen und
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L. animalis TMW 1.971 gebildet. Es konnte ein
Set an Oligonucleotid-Primern entwickelt wer-
den, das ein einfaches und schnelles Screening
auf das Vorhandensein von Glycosyltrans-
ferasegenen mittels PCR zuldsst. Hiermit wurden
vier verschiedene Glycosyltransferasen identi-
fiziert. Glycosyltransferasen bilden alternativ
auch Oligosaccharide aus Saccharose. Bei allen
Fructanbildnern wurde die Bildung von 1-Kestose
detektiert, welche bei 120 g/l Saccharose die
Fructanbildung Uberwog. L. reuteri TMW 1.106
produzierte in Weizenteig Maltodextrine, welche
bei der Verzégerung von Staling interessant sein
kénnten. Eine Untersuchung des weiteren Pro-
duktspektrums aus Saccharose verdeutlichte die
Unterschiede der je nach eingesetztem Stamm
gebildeten Mengen an Laktat und Acetat und
wies auf eine geringere Laktatbildung und einen
niedrigeren Garungsquotienten durch Glucan-
bildner hin. Mit Projektfortschritt wurde erkenn-
bar, dass mehr potente EPS-Bildner identifiziert
wurden, als im Projektzeitraum in Backmitteln
erprobt werden konnten. Eine iterative Verbes-
serung erscheint vielversprechend, war jedoch
im Projektzeitraum weder vorgesehen oder reali-
sierbar.

Einfluss von Exopolysacchariden auf das Altba-
ckenwerden von Backwaren

Um den Einfluss von fermentativ gebildetem EPS
im Vergleich zu kommerziellen Hydrokolloiden
auf das Altbackenwerden von Backwaren zu un-
tersuchen, wurden Weizenbrote gebacken und
die Parameter Krumenfestigkeit (Textur-Profil-
Analyse) und Retrogradation der Starke (,Diffe-
rential Scanning Calorimetry”) zur Erfassung des
Altbackenwerdens ausgewahlt. Das Altbacken-
werden war grundsatzlich von der Mehlqualitat
abhangig. Bei schwachen Mehlen findet im Ge-
gensatz zu starken Mehlen bei direkter Teigfiih-
rung ein schnelleres Altbackenwerden statt. Mit
steigender Konzentration von Guarkernmehl
konnte eine zunehmende Verringerung des Alt-
backenwerdens bewirkt werden. Der Zusatz von
isoliertem EPS aus L. sanfranciscensis LTH 1729
und LTH 2590 war wirkungsvoller hinsichtlich
der Verzégerung des Altbackenwerdens als Gua-
rkernmehl und Xanthan. Backversuche mit che-
misch gesauerten Vorteigen zeigten, dass Quel-
lungsvorgange und endogene Enzymaktivitdten
einen negativen  Einfluss auf das Alt-
backenwerden von Weizenbroten haben, wéh-
rend Brote mit fermentativ angereichertem EPS
im Vorteig eine etwas langsamere Brotalterung
zeigten. Die Levansucrase-Knock-out-Mutante
von L. sanfranciscensis LTH 2590 verlor die Fa-
higkeit, Saccharose zu spalten oder Levan-und
1-Kestose zu bilden. Bei der Brotalterung konnte
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jedoch bei Zugabe von Vorteigen mit Wildtyp
bzw. Mutante kein Unterschied festgestellt wer-
den. Es wurden auch beispielhaft Untersuchun-
gen zum Einfluss von EPS auf das Altbacken-
werden von Mischbroten (Roggen:Weizen,
50:50) unter Einsatz der L. sanfranciscensis-
Stamme in Vorteigen durchgefihrt. Auch hier
verlangsamte der Zusatz von EPS-angereicherten
Vorteigen das Altbackenwerden. Die Tiefklhl-
lagerung der Teige hatte keinen Einfluss auf das
Altbackenwerden der Brote. Die Volumina der
Kontrollbrote waren jedoch mit und ohne Tief-
kidhllagerung die geringsten, wohingegen der
Zusatz von Guarkernmehl, EPS und EPS-ange-
reicherten Vorteigen selbst nach der Tiefkiihlung
hohere Brotvolumina erzielte als die frisch ver-
backenen Kontrollbrote. Letztlich wurde mit dem
Stamm LTH 1729 unter optimierten Fermenta-
tionsbedingungen ein getrocknetes Sauerteig-
praparat (Backmittel) mit EPS hergestellt. Die
Zugabe von 3 % dieses Backmittels bewirkte ein
ebenso schnelles Altbackenwerden wie die Kon-
trolle, jedoch bei einer um 2 % erhéhten Was-
serabsorption. Bei Verkostung von 24 h gelager-
ten Broten wurden jene mit EPS-angereichter-
tem Vorteig eindeutig frischer empfunden als die
direkt geflihrten Kontrollbrote mit Guarkernmehl
bzw. ohne Zusatz. Ebenso wurden 1 Tag alte
Brote mit 3 % Backmittel vom Priferpanel als
frischer und beliebter eingestuft als die Kontroll-
brote ohne Zusatz.

Einfluss von Exopolysacchariden auf die Teig-
rheologie

Zur Untersuchung der Einflisse von EPS und
Hydrokolloiden auf die Teigrheologie wurden
folgende Geradte bzw. Methoden ausgewahlt:
Rheofermentometer, Farinograph, Texture-
Analyzer (Stickiness; Kiefferzelle), Rapid-Visco-
Analyzer (RVA), Bohlin-Rheometer und das
Breite/HOhe-Verhaltnis. Zunachst wurden Guar-
kernmehl, Xanthan, isoliertem EPS und in Vor-
teigen gebildetes EPS eingesetzt. Der Zusatz
von Hydrokolloiden bzw. EPS bewirkte zwar
eine Erhéhung der Wasseraufnahme (Farino-
graph) um 1-1,5 %, jedoch wurde hinsichtlich
Teigstabilitdt und Gashaltung (Rheofermen-
tometer) keine klare Tendenz beobachtet. Das
Breite-Hohe-Verhéltnis war bei allen Teigen
gleich auBer bei Einsatz von Xanthan; dieser
Teig lief nicht so stark breit wie die anderen. Bei
den Messungen mit dem Bohlin-Rheometer ver-
hielten sich die Teige sehr ahnlich, da alle Teige
auf 500 FE eingestellt wurden. Teige mit Zusatz
von Guarkernmehl und Xanthan waren im Ver-
gleich zur Kontrolle fester und weniger elastisch;
Teige mit EPS-Zusatz weicher und elastischer.
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Die Klebrigkeit der Teige wurde mit dem Texture
Analyzer ("Stickiness") gemessen. Teige mit
Hydrokolloiden und EPS waren weniger klebrig.
Der Zusatz von chemisch gesduertem Vorteig
erhohte die Klebrigkeit mit sinkendem pH. Vor-
teige mit angereichertem EPS waren klebriger
als ohne EPS, was auf Restgehalte an Sucrose,
welche fir die EPS-Bildung zugesetzt wurde, zu-
rickgefihrt wurde. Im Extensogramm beein-
flusste zugesetztes EPS das Dehnverhalten der
Teige weit weniger als Guarkernmehl und Xan-
than. Die Verwendung von Vorteigen mit ange-
reichertem EPS bewirkte einen hoheren Dehnwi-
derstand und geringere Dehnbarkeit als von
Vorteigen ohne EPS-Bildung. Damit wird durch
das gebildete EPS der negative Einfluss der Vor-
teigfiihrung auf die Teigstruktur kompensiert. Im
Rapid-Visco-Analyzer bewirkten Guarkernmehl
und Xanthan eine Viskositatserhéhung. EPS und
EPS-haltige Vorteige hatten hingegen keinen Ef-
fekt auf die Starkeverkleisterung bzw. die Vis-
kositat der Gele. Die teigrheologischen Versuche
mit der Mutante lieBen vermuten, dass die Un-
terschiede in der Saureproduktion groRen Ein-
fluss auf die Teigrheologie und Brotqualitdt ha-
ben und sich mit dem Effekt des EPS Uberlagern.
Bei Zusatz von Vorteigen mit Wildtyp und Mu-
tante konnten keine Unterschiede in der Teig-
rheologie festgestellt werden.

Teige nach 10-tagiger Tiefkihlung hatten gene-
rell eine schlechtere Teigstabilitdt und Gashal-
tung, mit EPS war jedoch das Gesamtgasvolu-
men (Rheofermentometer) nicht wesentlich ge-
ringer als bei nicht gefrorenen Teigen. Auch die
negativen Auswirkungen von Vorteigen wurden
durch EPS verringert. Die Klebrigkeit nahm gene-
rell zu, der Dehnwiderstand ab und die Dehnbar-
keit zu, was aber wiederum durch Zusatz von
Hydrokolloiden und EPS verringert werden konn-
te. Im Bohlinrheometer waren TK-gelagerte Tei-
ge weicher und weniger elastisch. Auch hier
kompensierte der Zusatz von EPS diese Entwick-
lung. Bei Zugabe von 3 % Backmittel mit EPS
stieg die Wasseraufnahme bei mittlerer Mehlqua-
litdt um 2 %, im Bohlinrheometer ergaben sich
jedoch kaum Anderungen der Teigrheologie. Die
Teigstabilitdt und das Gashaltevermdgen wurden
deutlich verbessert. Die Teigklebrigkeit wurde
verringert, der Dehnwiderstand war etwas ge-
ringer als beim Kontrollteig. Im RVA verursachte
das Backmittel keine Viskositatsunterschiede.

Optimierung der EPS-Bildung

Die Optimierung der EPS-Bildung bei gleichzeiti-
ger Minimierung von Nebenprodukten erforderte
die biochemische Charakterisierung der Glyco-
syltransferasen. Hierzu wurden deren Gene se-
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quenziert, kloniert und zur Gewinnung der En-
zyme heterolog exprimiert. Durch Enzymtests
mit den gereinigten Glycosyltransferasen konn-
ten die Bedingungen gefunden werden, bei de-
nen das jeweilige Enzym die Bildung von EPS
gegenliber seinen anderen Aktivitdten wie der
Bildung von Oligosacchariden und der Saccharo-
sehydrolyse favorisierte. Fir die Glucosyltrans-
ferase AN-GTFA von L. reuteri TMW 1.106
wurde ein pH-Optimum fir die Transferaseaktivi-
tdt von 3,5 - 4,0 ermittelt. Das Temperatur-
optimum lag bei 45°C. Mit dem reinen Enzym
konnten bei pH 4,3 und 300 mM (ca. 100g/l)
Saccharose Uber 25g/l reines Glucan mit einem
relativen Molekulargewicht von ca. 3*107 erhal-
ten werden. Die gereinigte Levansucrase von
L. sanfranciscensis TMW 1.392 (LTH 2590)
zeigte ihr pH-Optimum bei 5,4 und arbeitete
optimal zwischen 35 und 45°C. Am meisten
Levan wurde bei 50 mM (ca. 20g/l) Saccharose
gebildet. Die Levanbildung war gegenlber der
Kestoseproduktion und der Fructosefreisetzung
durch Hydrolyse bei niedrigen Saccharosekon-
zentrationen, hohem pH (5,5) und niedriger
Temperatur bevorzugt.

Bei der Optimierung der EPS-Bildung durch
L. reuteri in Saccharosemedium konnten als op-
timale Werte ein pH von 4,7, eine Saccharose-
konzentration von 100 g/l und 42°C ermittelt
werden. Bei diesen Bedingungen konnten bis zu
22 g/l eines verzweigten Dextrans mit einem re-
lativen Molekulargewicht von 3,8* 107 erhalten
werden. Eine Verlangerung der Fermentation
von 24 auf 48 Stunden fliihrte zu mehr zusétz-
licher Saure- als EPS-Bildung. Bei Saccharose-
konzentrationen Uber 100 g/l sank die EPS-Aus-
beute, die Produktion von Laktat und Acetat
stieg weiter an. Fermentationen in Weizenteigen
deuteten darauf hin, dass niedrige Teigausbeu-
ten die EPS-Bildung stark behinderten. Die
Hydrolyse der Saccharose mit darauf folgender
Saurebildung und die Synthese von Maltooli-
gosacchariden durch L. reuteri TMW 1.106 da-
gegen wurden kaum beeinflusst. Fur L. reuteri
TMW 1.106 erwies sich Roggenkleie (mit 10 %
Saccharose) fir kurze Fermentationszeiten als
optimales Substrat, ferner fiihrten eine pH-Regu-
lation im Teig auf pH 4,7 und ein Saccharose-
Fed-Batch zur Steigerung der EPS-Synthese. Die
aus Teig isolierbare EPS-Menge lag jedoch unter
den im Medium erreichten Werten (ca. 10 g/kg
Mehl nach 48 h). Das Dextran von L. reuteri
TMW 1.106 erschien wahrend dreimonatiger
Lagerung der Sauerteige bei 4°C (anaerob)
stabil. L. sanfranciscensis bildete in Weizentei-
gen mit 20 % Saccharose durch Levansucrase-
aktivitat etwa 4 g Levan und 20 mmol 1-
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Kestose, entsprechend einer Verwendung von
24 und 39 % der eingesetzten Saccharose. Ei-
ne maximale Levanproduktion wurde bei pH 4,7
und Saccharose-Fed-Batch erreicht (7 g Le-
van/kg Weizenmehl mit 10 % Saccharose), je-
doch stiegen dadurch Kestose- und Saureproduk-
tion Uberproportional an, so dass es sich
empfiehlt, weniger als 10 % Saccharose einzu-
setzen. Die Stabilitdt des Levans von
L. sanfranciscensis TMW 1.392 bei Lagerung
der Sauerteige war mindestens bis zu 1,5 Mona-
ten gegeben. Deutliche Auswirkung von Fermen-
tationsbedingungen auf die Zusammensetzung
und die Struktur des EPS konnten nicht festge-
stellt werden.

Die Struktur des EPS von L. sanfranciscensis
TMW 1.392 (LTH 2590) und 1.54 (LTH 1729),
L. reuteri TMW 1.106 und L. curvatus
TMW 1.642 wurde aufgeklart. Bei dem Glucan
von TMW 1.642 handelte es sich um ein unver-
zweigtes Dextran, das als einziges strukturvis-
koses Verhalten aufwies und die gréf3ten Aus-
wirkungen auf die Teigrheologie zeigte.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Der Pro-Kopf-Verbrauch an Brot und Kleingebéack
belduft sich in Deutschland auf ca. 80 kg, bei
einem Umsatzvolumen von 13 Mrd. €. Substan-
tielle Mengen der Brotproduktion missen ent-
sorgt werden, da sie innerhalb der Akzeptanz-
frist nicht verkauft wurden. Das Potential von
deklarationsfreundlichen, mittels Sauerteig er-
zeugten Backmitteln zur Verbesserung der Halt-
barkeit von Backwaren ist bisher weitgehend
ungenutzt. Mit verbesserten Teigverarbeitungs-
eigenschaften sowie einer besseren Haltbarkeit
von Backwaren bei hoherer Verbraucherakzep-
tanz erhoht sich die Wettbewerbsfahigkeit der
Backbetriebe und damit die der Backmittel- und
Backgrundstoffhersteller. Dies gilt auch fir den
wachsenden Markt flr gefrorene Teige.
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