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(57) Anotace:
Kmen bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-108,
ktery fermentuje glukozu, fruktézu, sachar6zu, maltézu,
galaktozu, melezitézu, sorb6zu, manitol, sorbitol, N-
acetylglukozamin, celobi6zu, trehalézu a glukonat, za
vzniku kyseliny mlé&né nebo smési kyseliny mlé&né,
kyseliny octové a etanolu, a nefermentuje rafinzu,
arabindzu, xylozu a glycerol. Zpisob vyroby
nealkoholickych a nizkoalkoholickych napoji, pfi kterém
se fermentuje ovocny a/nebo obilny substrat, ktery
obsahuje alespofi jeden cukr ze skupiny glukéza,
fruktdza, sacharéza, maltoza, galaktéza, melezitdza,
manitol, sorbitol, N-acetylglukozamin, celobidza,
trehal6za, glukonat, pfiemz fermentace probihd kmenem
bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-108, nebo jeho
smési s alespoi jednim jinym kmenem.
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Kmen bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 a jeho pouziti pfi vyrobé
nealkoholickych a nizkoalkoholickych napoju z ovocnych a/nebo obiinych

substratu

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108.

Vynalez se dale tyka pouZiti tohoto kmene bakterii pfi vyrobé
nealkoholickych a nizkoalkoholickych napojli z ovocnych a/nebo obilnych

substrat.

Dosavadni stav techniky

Nealkoholické napoje se vsoutasné dobé béZné ziskavaji fedenim
ovocnych & zeleninovych tav nebo siruptl pitnou vodou. Mohou se upravovat
sycenim oxidem uhligitym, pasteraci, pfidavkem cukril a riznych pfisad (napf.
kyseliny citronové, karamelu, piirodnich aromat, vyluht bylin, vitaminu,

mineralnich latek, atd.).

Alkoholické napoje, jako je napf. pivo a cider, a pfipadné i jejich
nizkoalkoholické varianty, se pak b&Zné& ziskavaji kvasenim ovocnych a/nebo
obilnych substrati prostfednictvim kvasinek druhll Saccharomyces cerevisiae,
Saccharomyces pastorianus a Saccharomyces bayanus.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je kmen Lactobacillus sp. RIBM 2-108, coz je kmen
grampozitivni, heterofermentativni mezofilni nesporulujici tyCinkovité bakterie,
ktery je charakteristicky tim, Ze fermentuje glukézu, fruktozu, sacharézu,
maltozu, galaktozu, melezitozu, sorbozu, manitol, sorbitol, N-acetylglukozamin,
celobiozu, trehalozu, a glukonat, avdak nefermentuje rafinézu, arabinézu,
xylézu a glycerol, a dle pouZitého kultivaéniho meédia a podminek fermentace je
schopny produkovat kyselinu mlé&nou nebo smés kyseliny mlécne, kyseliny

octoveé a etanolu.
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Tento kmen, ktery se jako zastupce fadu Lactobacillales pfirozené
vyskytuje v kvaSenych potravinach, jogurtech, nezpracovaném miéku, ve
fermentovaném rostlinném materialu, apod. se izoloval z kefirovych zrn, coz
jsou, jak je popsano napf. v praci Withuhn a kol.: ,Characterisation of the
microbial population at different stages of Kefir production and Kefir grain mass
cultivation, Int. Dairy J. 15: 383-389, 2005, symbiotické kultury bakterii
mlé&ného kvaseni, octovych bakterii, kvasinek a viaknitych hub v bilkovinach,
tucich a cukrech. Pfi izolaci kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 se
naockovalo 0,1 mi homogenatu kefirového zrna ve sterilni destilované vodé na
Petriho misku obsahujici MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) agar. Pro inhibici
ristu konkurenénich kvasinek a hub pfitomnych v kefirovém zrnu se do tohoto
substratu pfidalo antibiotikum cykloheximid (znamy také jako aktidion) v
koncentraci 25 mgl/l, a pro inhibici ristu konkuren&nich gramnegativnich bakterii
B-fenyletanol v koneéné koncentraci 0,3 objemovych %. Kultivace nasledné
probihala anaerobné v mikrobiologickém inkubatoru pfi teplot¢ 28 T
(nejvhodnéjsi teplota je cca 26 az 30 C) po dobu 5 az 7 dni. Po narustu kultury
bakterii na povrchu agaru se tato kultura pfenesla sterilizovanou ockovaci
klickou na novou Petriho misku s MRS agarem a rozo¢kovala se tzv. kifizovym
roztérem, pii kterém se fedi koncentrace bakterii na agaru. Tento postup se
opakoval do doby, neZ kultura bakterii narostla do podoby viditelné oddélenych
kolonii. Nasledna izolace kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 se pak

provedia naokovanim vybrané kolonie na Petriho misku obsahujici MRS agar.

Izolovany kmen byl poté charakterizovan biochemickymi testy a druhove-
specifickou PCR. Kmen v3ak nebylo mozné blize ur¢it do zadného znamého
druhu rodu Lactobacillus, nebot genotypové i fenotypové ur€eni je u nékterych
miéénych bakterii znatné problematické — viz napf. Sedlaek I.: ,Taxonomie
prokaryot, Masarykova univerzita Brno, 2007, ISBN 80-210-4207-9. V dalSich
variantach je mozné pro izolaci tohoto kmene bakterii vyuzit také postup
popsany v publikaci Witthuhn a kol.: ,Characterisation of the microbial
population at different stages of Kefir production and Kefir grain mass
cultivation®, Int. Dairy J. 15: 383-389, 2005, u kterého se jako izolalni médium

pouziie MRS agar obsahujici etanol vkoncentraci 30 g/l a antibiotikum
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cykloheximid v koncentraci 5 g/l. Petriho misky se nasledné anaerobné
inkubovuji po dobu 5 az 10 dni pfi teploté 30 T.

Kromé& toho je mozné pouZit i postup popsany v praci Simova a kol.:
Lactic acid bacteria and yeasts in kefir grains and kefir made from them®, J.
Industrial Microbiol. Biotechnol. 28: 1-6, 2002, u kterého kde se pouzije MRS
agar a Rogosa agar obsahujici syrovatku, naéeZ se naotkované Petriho misky
inkubuji 3 a2 7 dni pii teploté 30 T (pro izolaci mezofilnich laktobacil 1) a 37 T
(pro izolaci termofilnich laktobacilll), v obou teplotnich reZimech aerobné a

anaerobné.

Kmen je uloZen ve Sbirce mikroorganizmi Vyzkumného ustavu
pivovarského a sladafského, a.s. — RIBM (Research Institute of Brewing and
Malting) pod €islem RIBM 2-108.

Tento kmen bakterii ma piekvapivé vyhodné viastnosti pro vyuZiti
pfi pfipravé nealkoholickych, a nizkoalkoholickych napoju, nebot zkvasuje
Siroké spektrum cukrll z riznych zdroju — napf. ovoce, obilovin, pfipadné jejich
smési v rizném poméru, apod., a pfitom sou€asné vytvari pfihodné mnoZstvi
kyselin, které snizuji pH napoje na hodnotu 3,40 aZ 3,75, coz ma pfiznivy viiv
na jeho vyslednou chut, bez nutnosti jeho dali upravy a bez vzniku
nezadoucich vani nebo pFichuti. Kromé toho vytvari také malé mnoZstvi
alkoholu — v zavislosti na pouzitém kultivacnim substratu a podminkéach kvaseni
cca 0,05 az 1 objemoveé %.

Kmen bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 dobfe pfeZiva v bé&znych
tekutych substratech (napf. MRS, YPD, apod.), a to i ve zmrazeném stavu,
takze je vhodny pro kratkodobé i dlouhodobé skladovani.

Pro vyrobu napoji se pak tento kmen bakterii pouZzije s vyhodou zejména
ve formé bakterialniho koncentratu, a to bud samostatné nebo ve smési s jinymi
kmeny, s vyhodou pak napf. s kmenem bakterii Lactobacillus paracasei RIBM

2-107 v libovolném poméru.
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Pfiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Pfiprava bakterialniho koncentratu

Jako substrat pro pomnozZeni kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-
108 se pouzije roztok obsahujici alespofi jeden zdroj zkvasiteiného cukru
(gluk6zu a/nebo sachardzu) a zdroj proteind, vitaminu a mineralQ, které jsou pro
rist mléénych bakterii vyZzadovany. Bézné Ize pfipravit napf. bujon obsahujici
glukézu, bakteriologicky pepton a kvasniny extrakt. Poté se tento kmen
bakterii kultivuje pfi teploté cca 26 az 30 T, piitemz doba kultivace se stanovi
v zavislosti na pozadovaném vysledném mnozstvi bakterii, resp. dle pozadavki
na zakvaseni napoje. Po ukon&eni kultivace je vyhodné, pokud se vytvorena
kultura bakterii pro odstranéni kultivacniho substratu opakované centrifuguje a
promyva sterilni vodou, nebot pfitomnost sloZzek substratu v napoji by mohla

negativné oviivnit jeho vysledné organoleptické vlastnosti.

Timto zpusobem se dle potfeby pfipravi koncentrat obsahujici 100
miliont1 az 10 miliard, pfipadné jiny vhodny pocet, Zivych bunék kmene bakterii
Lactobacillus sp. RIBM 2-108, ktery je mozné bez dalSiho pouzit pfimo pro
vyrobu pozadovaného napoje. Piitom se pro fermentaci substratu pouZije bud
vyhradné kmen bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 (ktery zpUsobuje silnou
kyselou chut napoje) nebo jeho smés s jinymi kmeny, s vyhodou pak napf.
s kmenem bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107.

Ptiklad 2: Pfiprava nealkoholického jableéného napoje s pouzitim kmene
bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108

Nealkoholicky jable¢ny napoj se pfipravil z 20 litrd jableCného mostu, do
kterého se pfidal zcentrifugovany bakterialni koncentrat kmene bakterii
Lactobacillus sp. RIBM 2-108 pfipraveny postupem podle piikladu 1
v koncentraci 3 g na 1 litr mostu. Nasledna fermentace probihala v sudu
z nerezové oceli pfi teploté 21 T po dobu 7 dni. Po této dob & se méfilo pH,
prokvadeni a obsah alkoholu, Kromé toho se dale provedio jeho senzorické
hodnoceni degustaéni komisi. Vybrané parametry takto pfipraveného napoje

jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1
Méreny parametr Hodnota
Alkohol (% obj.) 0,15
Prokvaseni (%) 6,24
Extrakt (% hm.) 8,90
pH 3,12

V napoji byla vedle jableéné viiné piitomna silna kysela vine i chut.

Celkovy subjektivni dojem byl spiSe podpramérmy.

Vzhledem k tomu, Ze takto pfipraveny napoj obsahoval 0,15 objemového
% alkoholu, jedna se dle vyhladky Ministerstva zemédélstvi ¢. 115/2011 Sb. o
nealkoholicky napoj.

Pfiklad 3: Pfiprava nealkoholického ovocného napoje se sladovou pfichuti
s pouzitim kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 v kombinaci
s kmenem bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107

Napoj se pripravil stejné jako v pfikladu 2, stim rozdilem, Ze misto
jableéného mostu se pouzila smés jablecného mostu a pivovarské sladiny
vpoméru 1:1, do které se pfidalo 1,5 g zcentrifugovane kultury bakterii
Lactobacillus sp. RIBM 2-108 a 1,5 g kultury Lactobacillus paracasei RIBM 2-
107 na 1 litr smési. Fermentace, pInéni a sledovani trvanlivosti probihaly za
stejnych podminek, jako v pfedchazejicich prikladech provedeni. Vybrané
parametry hotového napoje jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Méfeny parametr | Hodnota

Alkohol (% obj.) 0,26

Prokvaseni (%) 12,50

Extrakt (% hm.) 7,98
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Napoj byl vyhodnocen jako osvézujici, s pfijemnou sladovou pfichuti.

Celkovy subjektivni dojem byl nadprimérny.

Napoj byl stabilni i po 6 mésicich skladovani pfi teplot¢ 20 T, kdy

nedoslo ke zm&né jeho zbarveni ani jeho senzorickych vlastnosti.

Vzhledem k tomu, Ze takto pfipraveny napoj obsahoval 0,26 objemového
% alkoholu, jedna se dle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi €. 115/2011 Sb. o

nealkoholicky napoj.

Dle pozadavkll na prokvaseni napoje a/nebo vysledny objem alkoholu

a/nebo dle viastnosti a sloZeni pouzitého substratu se pouZije cca 1 aZ 5 g

koncentratu kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 nebo jeho smési

s jinym kmenem na 1 litr substratu.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108, ktery fermentuje glukdzu,
fruktozu, sacharozu, maltozu, galaktdzu, melezitdzu, sorbdzu, manitol, sorbitol,
N-acetylglukozamin, celobi6zu, trehaldzu a glukonat, za vzniku kyseliny mlé€né
nebo smési kyseliny mlééné, kyseliny octové a etanolu, a nefermentuje

rafindzu, arabin6zu, xyl6zu a glycerol.

2. ZplUsob vyroby nealkoholickych a nizkoalkoholickych napojd, pfi
kterém se fermentuje ovocny a/nebo obilny substrat, ktery obsahuje alespon
jeden cukr ze skupiny glukéza, fruktéza, sacharéza, maltéza, galaktéza,
melezitdza, sorboza, manitol, sorbitol, N-acetylglukozamin, celobioza,
trehaldza, glukonat, vyznaéujici se tim, ze fermentace probiha kmenem
bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-108 podle naroku 1.

3. Zplsob podle naroku 2, vyznacujici se tim, Zze fermentace probiha
smési alespoi dvou kmenu bakterii, znichz jeden je kmen bakterii
Lactobacillus sp. RIBM 2-108 podle naroku 1.

4. Zpusob podle naroku 3, vyznacujici se tim, ze fermentnace probiha
smési kmene bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108 podle naroku 1 a kmene
bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107.
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