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(57) Anotace:
Resent se tyka dvoustupiiového zpisobu fermentadni
vyroby nizko az stfedné alkoholickych ndpoji na bazi
rostlinné §t'avy a deproteinované syrovatky pomoci
kvasni¢nych kmeni zkvasujicich zejména laktézu. Prvni
stupefi probiha na zahusténych roztocich deproteinované
syrovatky v michanych mikroaerofilnich podminkach
rustu pfi teplotach 25 az 37 °C a hodnotach pH 4,0 az 6,0.
Naprodukovana biomasa kvasni¢né kultury po odstredéni
je pouzita jako vyhradni masivni inokulum pro zakvaseni
roztokd rostlinnych §tav v druhém stupni fermentace
probihajicim stacionarné nebo v michanych
mikroaerofilnich podminkach. Pro vyrobu stfedng
alkoholickych napoji je lihovitost prokvasené rostlinné
§t'avy s vyhodou posilena pfidavkem ethanolu ziskaného
destilaci supernatantu z prvniho stupné fermentace.
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Zpiisob kombinované dvoustupiiové fermentace rostlinnych §tav a deproteinované

syrovatky

Oblast techniky

Vynélez se tyka dvoustupfiového zpiisobu fermenta¢ni vyroby nizko az stfedné alkoholovych
népojil na bazi rostlinné §tavy a syrovatky s tim, ze zaklad tvofi rostlinnd §t'ava, kterd je
prokvasovana za pouziti masivniho kvasni¢ného inokula mlééného kvaseni, ziskaného
prokvasenim roztokd deproteinované syrovétky z pfedchoziho stupné fermentace, pfiCemz
naprodukovany ethanol z prokvasené syrovatky je mozno pouZit na posileni stupné lihovitosti

ve finalnim napoji.

Dosavadni stav techniky

K prokvagovani ovocnych §t'av na optimalni hodnotu obsahu ethanolul0 az 12 % obj. je
bézné zapotiebi doba 2 — 8 tydni. Fermentace pfi koncentraci ethanolu bliZici se 10 % obyj.
probihd znaén¢ pomaleji vlivem inhibi¢niho pisobeni naprodukovaného ethanolu na
kvasniéné butiky. Nékteré rostlinné §tavy (napf. aroniova) obsahuji pouze malé mnoZstvi
zkvasitelnych latek, a proto je fermentaci dosahovano optimalni koncentrace ethanolu
neprevysujici hodnotu 5 % obj.. Hlubsiho stupné prokvaSovani je mozné docilit smichdnim
riiznych druhd rostlinnych §tav s vy$$im mnozstvim asimilovatelnych latek (napf. jableCna
$ava). Spoleénym zkvaSovanim ovoené §t'avy a syrovatky se dosahuje optimalni koncentrace

ethanolu 9 a7 10,5 % obj., pritemz népoj ziskava ptijemnou ovocnou chut’.

Prodlouzeni doby kvaSeni, spojené s vyuZivanim vice koncentrovanych rostlinnych §tav
chudych na asimilovatelné latky, je zpisobené vyS$im osmotickym tlakem média, popf.
zvySenou piitomnosti bakteriostatickych latek (napf. kyseliny chlorogenové) V dusledku
nahromadéni nezkvasitelnych latek muize dochazet k nezadouci zméné senzorickych
chufovych vlastnosti ¢asto spojené svyskytem vedlejSich zdravotnich 0€inkl (napf.
laxativnich).

V jinych pripadech lze mnoZstvi zkvasitelnych latek uméle navySovat externim
piidavkem dalsich asimilovatelnych latek, zejména cukri.

Syrovatka patfi k bioproduktim vyznacujici se 70 az 75 % hmotn. obsahem vyuZzitelné
laktézy a pfi pouziti vhodného kvasni¢ného kmene je vhodnou surovinou pro vyrobu sttedné

nebo nizkoalkoholickych napoji.
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VyZzivovy vyznam syrovatky je vieobecné znam. Sladka syrovatka vznika pii vyrob&
syri srazenim bilkovin pomoci enzymového syfidla pii hodnoté¢ pH 5 az 6. V syrovatce je
obsazeno asi 50 % hmotn. susiny mléka. Susina se pohybuje mezi 4,0 az 6,5 % hmotn.,
7 &ehoz nejvétsi podil tvori laktoza (70 az 80 % hmotn. susiny) a dale bilkoviny (cca 10 %
hmotn. susiny). Zbyvajici podil je tvoten mineralnimi latkami a nebilkovinnymi dusikatymi
latkami (cca 11 % hmotn. sudiny), tuky (cca 1 % hmotn.), kyselinami a vitaminy.

Sladka syrovatka odchazi zprovozu mlékarenského primyslu v podobé mélo
koncentrovanych roztokd, které je nutno bezprostfedné zpracovat zahuSténim na odparce a
naslednd ususit. Vzhledem k zvysujici se cené suSené sladké syrovatky na trhu se pro pouhé

.....

zkrmovani stava syrovatka malo cenov€ vyhodna a je u€elnéjsi ji dale zhodnotit, tzn. na misto
finalni produkty, a sice na etanol a zejména na rizné alkoholické napoje a vysoce proteinove
potraviny, kterych je na trhu stale malo. Tekuta féze, kterd vznikne po separaci proteinové
slozky syrovétky, obsahuje vyznamné mnoZstvi zkvasitelnych latek (zejména 70 az 75 %
hmotn. laktozy), které je mozno fermentaci vhodnym mikrobidlnim kmenem zpracovat na
etanol.

Urdujicim faktorem délky fermentace této prokvaSované smési jsou ristové podminky
(teplota, pH, obsah Zivin) a zejména kvalita a mnoZstvi vneseného inokula. Malo aktivni
inokulum zpisobuje prodluzovani priibéhu fermentace a zvySuje nebezpeti vyvoje jinych
nezadoucich kvasnych procest.

Piidavky n&kterych latek zlepSuji ekonomiku fermentaéniho procesu. Janssen a kol.,
1983, popisuje ptidavek 0,5 % hmotn. peptonu, pridavek kvasni¢ného extraktu uvadi ve své
praci Rossenberg a kol., 1955, dale Grba a kol., 2002, a Ghaly a kol., 1997 a pridavek 1 %
hmotn. melasy zmifuje ve své praci Kourkoutas a kol., 2001. Janssen a kol., 1983, prezentuje
pozitivni u¢inek na dobu zkvaSovani deproteinované syrovatky kmenem Kluyveromyces
fragillis ptidavky nenasycenych mastnych kyselin a ergosterolu v Tweenu 80. Adamek a
Laknerova (2010) zjistili pozitivni u¢inek extraktu rostlinné biomasy pohanky (Srot, nat,
obaly naZek) na rychlost prokvaovéni syrovatkovych médii kmenem Fabospora fragillis.
Podobny u¢inek mél i ptidavek samotného rutinu nebo ostatnich rostlinnych materiald
bohatych na tento bioflavonoid (vylisky aronie a rakytniku (Adamek a Laknerova, 2010).
Vyskyt rutinu v rostlinné biomase dalsich druhi rostlin je pomé&mé Siroky (Sofic a kol., 2012,
Alaghemand a kol., 2012, Musallam a kol., 2011) a zahrnuje $kalu riznych bylin. Kromé
bylin je obsazen i v plodech n&kterych dievin (Sochor a kol., 2010, Shannon, 201 1).



Podstata vynalezu

Uvedené nedostatky odstrafiuje zpGsob kombinované dvoustupfiové fermentace
rostlinnych §t'av a deproteinované syrovatky, podle tohoto vynélezu, jehoz podstata spociva
v tom, Ze prokvasena deproteinovana syrovatka z prvniho stupné kultivace je rozdélena na
fugat obsahujici butiky mlééné kvasni¢né kultury a supernatant sloZeny z naprodukovaného
ethanolu a zbytku nevyuzitych soli a dalsich organickych latek. V druhém stupni kultivace
fugat slouzi k masivnimu zakvaseni roztoki rostlinnych $tav pomoci specidlnich kvasni¢nych
kmenti mlééného kvaseni a naprodukovany ethanol obsaZeny v supernatantu se pouZije po
destilaci ke zvydeni stupné lihovitosti ve vysledném alkoholickém napoji.

Dostate¢né mnozstvi inokula v prvnim stupni kultivace je ziskdno pomnoZenim
vhodnych mléénych kvaniénych kultur (napt. Fabospora fragilis, Kluyveromyces marxianus a
Kluyveromyces lactis) na roztocich deproteinované syrovatky v podminkach tfepané kultury
(120 az. 180 RPM), v rozmezi teplot 25 az 37 °C a hodnot pH 4.0 aZ 6.,0. Ristové pozadavky
kvasni¢nych kmentl jsou plné zajistény mineralnimi a riistovymi slozkami latek obsazenych
v pouzitych roztocich deproteinované syrovatky.

Po prokvaseni a odstfedéni je pomnoZena kvasni¢na biomasa, ve forme fugatu, pouzita
na masivni inokulaci roztoki rostlinnych §t4v v druhém stupni kultivace. Masivni zakvas
druhého stupné fermentace na rostlinné $tavé umoziuje prekonavat negativni rustové vlivy
v prokvagované rostlinné §tavé (zejména inhibitory a vyssi osmoticky tlak). Fermentace
probiha stacionarn& nebo v michanych mikroaerofilnich podminkach pii teplotach 25 az
37 °C a hodnotach pH 4,0 az 6.0.

Naprodukovany ethanol v supernatantu z prvniho stupné kultivace, obsahujici
optiméalng 8 az 10 % obj. ethanolu, je po oddestilovani pouZit pro posileni stupné lihovitosti
ve findlnim alkoholickém napoji pfi zachovani velmi dobré senzorické jakosti. Vyse
zmitiovana suplementace je vhodna zejména pro rostlinné Stdvy s nizkym mnoZzstvim

zkvasitelnych latek a rovn&Z prispiva k mikrobialni stabilizaci pripravencho napoje.

Vynalez si klade za cil dat k dispozici technologicky postup fizené kombinované
dvoustupiiové fermentace rostlinnych $tav, ktery pouZitim dostate¢ného mnozstvi inokula
kultury mléénych kvasinek vyznamn& zkracuje fermentatni dobu a pfipravu finalniho

alkoholického napoje a zaroven omezuje vyvoj nezddoucich mikrobialnich kontaminaci.
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Nasledujici priklady provedeni fermentaéniho procesu podle tohoto vynalezu,
pouze dokladaji, aniz by ho jakkoliv omezovaly. Zpisob podle vyndlezu byl uspéSné
vyzkougen piivodei v praxi u piihlaSovatele ve Vyzkumném ustavu potravinafském Praha,

v.v.i., CZ.

Priklady uskutecnéni vynalezu

Priklad 1
Kombinovana dvoufazova fermentace 20% hmotn. roztoku jable¢né $tavy a 20 % hmotn.

deproteinované sladké syrovatky
1.stupeni

Za GiGelem piipravy dostate¢ného mnozstvi inokula pro zaockovani stacionarni kultury 20
hmotn. % jableéné §tavy byla provedena 48 hodinova fermentace 20 hmotn. %
deproteinované syrovatky. Kultivace probihala v podminkach tfepané kultury (RPM 180 ) pfi
pH 5,0 a7 5,5 a kultiva¢ni teploté 30 °C v 5 litrove Erlenmayerové batice s uzitnym plnénim
1000 ml vodného roztoku 20% hmotn. deproteinované syrovatky, piedem sterilované 1 hod.
varem na vodni 1azni.

Béhem kultivace byla sledovana refrakce, obsah naprodukovaného ethanolu a zmény

pH (Tabulka 1).

Tabulka 1 Pribsh parametri kultivace deproteinované syrovatky v podminkach tfepan€

kultury (180 RPM, teplota 30 °C)

Doba kultivace (hod.) Refrakce Ethanol pH
(% hmotn.) (% oby.)
0 18,5 0 5,25
24 12,9 4,74 4,81
30 11,5 6,16 4,79
48 8,4 , 8,86 4,69




() oe LX) (XXX ]
. 0 .

5 . . s E..l: .

Ziskany fugat obsahujici kulturu mlééné kvasinky Fabospora fragilis (1,8 g susiny/1) byl
po odstfedéni deproteinované syrovatky pouZit jako vyhradni inokulum pro nasledné masivni

zakvaSeni jable¢né Stavy.

2.stupen

Odstfedénou kvasni¢nou biomasou mléeéné kultury Fabospora fragilis (2,1 g suSiny/l)
byla inokulovana 20 % hmotn. jable¢na Stava a kultivovana za stacionarnich podminek
v termostatu pii teploté 30 °C v 5 litrové Erlenmayerove baiice s uzitnym plnénim 1000 ml 20
hmotn. % jable&né §t'avy, ptedem sterilované 1 hodinu na vrouci vodni l4azni. Pribéh kvaSeni

v jednotlivych dnech je zaznamenan v Tabulce 2.

Tabulka 2 Pribéh parametrii kvaseni stacionarni fermentace jablené stavy

Doba kultivace Refrakce Ethanol pH
(den) (% hmotn.) (% obj.)
0 23,7 1,60 5,47
5 16,4 5,69 5,02
6 15,0 6,99 5,03
7 14,6 7,58 5,06
8 14,1 8,10 5,06
9 13.8 8,62 5,07
13 13,4 10,27 5,08

Po ukonéeni kvaseni byla z ovocné $t'avy kultura kvasinek odstfedéna a Ciry roztok
$tavy byl pro zvyraznéni senzorickych vlastnosti dochucen 10 ml jable¢ného aromatu Zelené

jablko.
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Priklad 2

Kombinovana dvoustupiiova fermentace 20% hmotn. roztoku aroniové §tavy a 20 %

hmotn. deproteinované sladké syrovatky
1.stupent

7Za U&elem pripravy dostate¢ného mnoZstvi inokula pro zaotkovani staciondrni kultury
20 hmotn. % §tavy aronie a zajisténi ethanolu pro posileni stupné lihovitosti findlnich
ovocnych napoji byla provedena 40 hodinova fermentace 20 hmotn. % deproteinované
syrovatky. Kultivace inokula probihala v podminkach tfepané kultury (RPM 180 ) pfi pH 4.5
az 5.0 a kultivaéni teploté 30 °C v 5 litrovych Erlenmayerovych barikach s obsahem 1000 ml
vodnych roztokt 20% hmotn. deproteinované syrovatky, piedem sterilované 1 hod. varem na
vodni lazni.

Béhem kultivace byly sledovany hodnoty refrakce, obsah naprodukovaného ethanolu a

zmény pH (Tabulka 3).

Tabulka 3 Pribéh parametrd riistu fermentaéniho pokusu deproteinované syrovatky

v podminkéch tfepané kultury (180 RPM, teplota 30 °C)

Doba kultivace Refrakce Ethanol pH
(hod.) (% hmotn.) (% obj.)
0 18,9 0 5,22
22 15,3 2,99 4,98
40 10,0 8,60 4.83

Fugat obsahujici kulturu miééné kvasinky Kluyveromyces marxianus CCM 8390 byl
po odstiedéni deproteinované syrovatky pouZit jako vyhradni masivni inokulum pro nasledn¢
zakvageni aroniové $tavy (1,9 g sudiny/l), pficemZz izolovany naprodukovany ethanol
z prokvasené deproteinované syrovatky byl pouzit po destilaci pro posileni stupné lihovitosti

k dosazeni pozadované koncentrace ethanolu ve findlnim napoji (viz. ptiklad 3)
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2.stupen

Po odstiedéni narostlé kultury mléénych kvasinek byl ziskany fugat z prvniho stupné
kultivace (2,4 g sudiny/1) resuspendovan 900 ml roztoku 20 % aroniové Stavy a 200 ml takto
ziskané suspenze bylo pouZito jako vyhradni inokulum pro fermentace 2 x 1000 ml 20 %
aroniové §tavy. Paralelni kultivace probihaly v 5 litrovych Erlenmayerovych baikach
s uZitnym plnénim 1000 ml kultivatniho média za staciondrnich podminek pfi teploté 30 °C.

Priibéh kvaseni v jednotlivych dnech je uveden v Tabulce 4.

Tabulka 4 Prib&h parametrii kvaSeni stacionarni fermentace aroniové Stavy (paralelni pokusy

1a2)

Doba Refrakce Ethanol pH
kultivace (% hmotn.) (% obj.)
(den)
1 2 1 2 1 2
0 20,3 20,3 0 0 5,48 5,48
17,2 17.4 3,02 2,60 5,26 5,37
4 15,4 16,0 4,0 3,54 5,24 5,24
15,3 15,5 4,47 4,32 5,16 5,16
6 14,6 15,0 4,74 4,70 5,20 5,21
7 14,6 15,0 4,99 4,78 5,20 5,19
Priklad 3

Fortifikace prokvasené aroniové §tavy ptidavkem ethanolu

Pro piipravu napoje s Zadanou koncentraci ethanolu 20 % obj. bylo do 750 ml prokvaSen¢
aroniové §tavy s obsahem 4,99 obj. % ethanolu (ziskané podle postupu v piikladu 2) pridano
250 ml 65 % obj. ethanolu. Pro posileni stupné lihovitosti finalniho népoje byl pouZit ethanol
(65 % obj.) ziskany destilaci supernatantu prokvasené 20 % hmotn. deproteinovane syrovatky

v prvnim stupni kultivace (viz. pfiklad 2) po odd€leni inokulaéni biomasy.
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Piiklad 4
Vliv mnoZstvi inokula na intenzitu prokvaSovani aroniové §tavy
Roztoky 5 % hmotn. aroniové §tavy s pfidavkem 10 % hmotn. sacharozy byly po 1
hod. sterilaci zaockovany vnesenim kvasni¢né biomasy Kluyveromyces lactis v mnoZstvich
0,2 g sudiny, 0,4 g susiny a. 0,8 g susiny/200 ml, resp.. Fermentace probihala v michanych
mikroaerofilnich podminkach pii 30 °C (tfepacka, 180 RPM) (Tab. 5) a ve stacionarnich
podminkach (termostat, 30 °C, Tab. 6).

Tabulka 5 Pribéhy fermentatnich parametrd s riznymi vsadkami inokula v roztocich

5 % aroniové §tavy se suplementem 10 % sacharézy v michanych mikroaerofilnich

podminkach
inokulum (% obj.)
10 20 40

Doba Rf Ethanol Rf Ethanol Rf Ethanol
kultivace (% hmotn.) (ml/100 (% hmotn.) (ml/100 (% hmotn.) (ml/100
(hod) ml) ml) ml)

0 14,4 0,7 14,9 1,4 16,0 2.8

17 13,3 1,34 12,8 2,83 12,5 5,85

23 12,5 1,62 11,9 3,16 11,0 6,0

40 12,1 1,65 10,5 4,17 8.4 9,20

64 12,0 1,90 8,9 5,75 7,7 9,79

Tabulka 6 Prabshy fermentaénich parametr s riznymi vsadkami inokula v roztocich
5 % aroniové ¥t'avy se suplementem 10 % sacharozy ve stacionarnich podminkach

inokulum (% obyj.)

10
Doba Rf Ethanol
kultivace (% hmotn.) (ml/100
(dny) ml)
0 13,0 0,9

20
Rf Ethanol
(% hmotn.) (ml/100
ml)
14,2 1,8

40
Rf Ethanol
(% hmotn.) (ml/100
ml)
14,8 3,6



3 12,5 1,85
4 11,6 2,47
5 10,9 2,93
6 10,9 3.42
7 10,2 3,93

Prumyslova vyuzitelnost

12,4
11,5
10,1
9,4
8,6

3,25
3,98
5,03
5,81
6,57

o000 S0 0

13,1
12,0
11,1
10,1
10,0

L X J L XX ) .

4,99
5.83
6,19
6,83
7,39

Zpisob kombinované dvoustupiiové fermentace rostlinnych $tav a deproteinované

syrovatky je progresivnim technologickym postupem fizené kombinované dvoustupniové

fermentace rostlinnych §tav, ktery pouzitim dostate¢ného mnoZstvi inokula kultury mléénych

kvasinek vyznamné zkracuje fermentaéni dobu a ptipravu findlniho alkoholického napoje a

zéroveti omezuje vyvoj nezadoucich mikrobialnich kontaminaci. Tim je jeho aplikace urcena

pro potravinatsky primysl.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zpisob dvoustuptiové kombinované fermentace roztoki rostlinnych s§tav a
deproteinované syrovatky za vyuziti mlé¢nych kvasni€nych kmend, vyznacujici se
tim, Zeprvni stupeii fermentace probihd na zakoncentrovanych roztocich
deproteinované syrovétky s cilem zisku masivniho inokula pro zakvaseni rostlinnych
&tav a v nasledném druhém stupni fermentace je prokvasend deproteinovana syrovatka
z prvniho stupné kultivace rozdélena na fugat obsahujici buiiky mlécné kvasni¢né
kultury a supernatant slozeny z naprodukovaného ethanolu a zbytku nevyuzitych soli a
dalsich organickych latek, pficemz v druhém stupni kultivace se fugat pouZije
k masivnimu zakvaSeni roztokd rostlinnych §tav pomoci specialnich kvasni¢nych
kmenti mlé¢ného kvaSeni a naprodukovany ethanol obsaZzeny v supernatantu —se
pouZije po destilaci ke zvySeni stupné lihovitosti na 12 az 20% obj.ve vysledném

alkoholickém napoji.

2. Zpusob podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze prvni stupen fermentace je veden
v mikroaerofilnich podminkéch michané kultury a nakultivovand kvasni¢na biomasa
je zakladem pro masivni inokulaci rostlinné $tavy v druhém stupni fermentace

probihajici ve stacionarnich nebo michanych mikroaerofilnich podminkach.

3. Zpusob podle naroku 1 a 2, vyznadujici se tim, ze fermentace probiha u obou stupfi

v podminkéch rozmezi teplot 25 az 37 °C a hodnot pH 4,0 aZ 6,0.

4. Zpusob podle predchazejicich narokl, vyznadujici se tim, Ze masivni inokulum je
tvoteno s vyhodou kmeny kvasniénych mléénych kultur Fabospora fragilis,
Kluyveromyces marxianus a Kluyveromyces lactis s koncentraci zasevu 0,1 az 0,5 %

hmotn. susiny.

5. Zpusob podle predchézejicich naroki, vyznadujici se tim, ze nahromadéna kvasni¢na

biomasa v prokvasené rostlinné §tavé je odstranéna filtraci nebo odsttedénim.
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6. Zpusob podle predchéazejicich narokd, , vyznadujici se tim, Ze ziskana prokvasena

rostlinna §tava po odstfedéni je dochucena extrakty aromatickych bylin nebo aromaty.
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