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Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 a jeho pouZiti pFi vyrobé svrchné
kvaSeného piva

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159.

Vynalez se dale tyka také pouziti tohoto kmene kvasinek pfi vyrobé svrchné kvaseného piva.

Dosavadni stav techniky

Vyroba piva spociva v kontrolovaném zkvaSovani cukri obsazenych v mladiné pivovarskymi
kvasinkami. Jako pivovarské kvasinky se pritom oznacuji kulturni kvasinky n¢kolika druhia a
rodu: k produkci spodné kvasenych piv se pouziva druh Saccharomyces pastorianus, k produkci
svrchné kvasenych piv druh Saccharomyces cerevisiae, k produkei specialnich druht piv napr.
rody Brettanomyces nebo Torulaspora (viz naptf. T. Kochlanova a kol.: ,Kvasinky non-
Saccharomyces a jejich vyznam v pivovarském prumyslu. 1. ¢ast — Brettanomyces (Dekkera)“ a
,,Kvasinky non-Saccharomyces a jejich vyznam v pivovarském prumyslu. II. ¢ast®, oboji Kvasny
Pramysl 62 / 2016 (7-8)). Pivovarské kvasinky pfitom pii své ¢innosti pfeménuji sacharidy na
ethanol, oxid uhlicity a energii potfebnou k jejich pomnoZovani a také priblizn¢ dva tisice dalSich
latek, zejména vysSich alkohola, esteri, aldehydu atd., které ovliviiwi vysledné senzorické
vlastnosti hotového piva. Pro celkovy senzoricky dojem je pak velmi dualezity celkovy pomér
téchto vSech vyssich alkoholu a esteru, nebot’ jednotlivé slouceniny jsou samy o sob€ velmi Casto
pod prahovou koncentraci senzorického vnimani. Obecné je pfitom napf. znamo, ze kmeny
svrchnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae produkuji vEétsSi mnozstvi a SirSi spektrum
senzoricky aktivnich latek nez kmeny spodnich kvasinek Saccharomyces pastorianus (viz napf.
Lodolo a kol.: ,,The yeast Saccharomyces cerevisiae — the main character in beer brewing.*
FEMS Yeast Res 8(7):1018-36, 2008), a take to, Ze ,,leh¢i chut’ spodné kvasenych piv zptsobuje,
krom¢ nizsi teploty hlavniho kvaseni, také zménéna exprese genu zodpovédnych za produkci
esteru u druhu Saccharomyces pastorianus (viz napf. Procopio a kol.: “Function and regulation
of yeast genes involved in higher alcohol and ester metabolism during beverage fermentation®,
European Food Research and Technology 233(5):721-729, November 2011).

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je novy kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159, ktery se
izoloval z rybniéni vody v ovocném sadu v Usteckém kraji. Pro dalsi pouziti se piipravil selekci a
opakovanym preockovavanim na sladinovém agaru. Kultivace probihala aerobné v
mikrobiologickém inkubatoru pfi teploté 26 °C po dobu 3 az 5 dni. Po narustu kultury kvasinek
na povrchu agaru se tato kultura prenesla sterilizovanou ockovaci klickou na novou Petriho
misku s agarem a rozockovala se tzv. kfizovym roztérem, pfi kterém se fedi koncentrace
kvasinek na agaru. Tento postup se opakoval do doby, nez kultura kvasinek narostla do podoby
viditeln¢ oddélenych kolonii. Nasledna izolace kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM
W159 se poté provedla naockovanim vybrané kolonie na Petriho misku obsahujici sladinovy
agar.

Takto izolovany kmen se nasledné charakterizoval biochemickymi testy.

Kvasinky kmene Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 vytvareji okrouhlé buiiky s primérem 3
az 4.5 ym, nevytvafi mycelium ani pseudomycelium.



20

25

30

35

40

45

50

55

CZ 2023 - 509 A3

Vzhled a konzistence kolonii — matné, krémové zbarvené, vypouklé. Charakter narastu v
kapalném médiu — v kapalinach tvofi sediment, mazdra se nikdy nevytvari. Kmen roste pfi
teplotach od 15 do 37 °C.

Kmen Saccharomyces cerevisiae RIBM WI159 vyuziva aerobné (oxiduje) 1 anaerobné
(fermentuje) glukozu, galaktozu, sachar6zu, rafindzu, maltézu a melibidzu. Aerobné vyuziva také
trehal6zu.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM WI159 ma ve srovnani se stavajicimi
pivovarskymi kvasinkami Saccharomyces cerevisiae nékteré vyhodné vlastnosti pro vyuziti pfi
pfipravé svrchné¢ kvasen¢ho piva. Zejména jde o produkci téchto senzorickych atributi:
pfevazujici aroma a chut’ po hrfebicku, mimé aroma a chut’ po bananu, vanilce, broskvi,
tropickém ovoci a rumu.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 podle vynalezu je uloZen ve sbirce
mikroorganismi  Vyzkumného tustavu pivovarského a sladarského, a.s., oznaCované¢ kodem
RIBM (Rescarch Institute of Brewing and Malting) pod ¢&islem RIBM W159 a v Ceské sbirce
mikroorganismi (Czech Collection of Microorganisms) v Bmé pod ¢islem CCM 9391.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Pfiprava kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 pro laboratomi
kvasné zkousky

Pii pripravé kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 pro praktické pouziti —
napf. pro jeho dals$i testovani nebo pro vyrobu svrchné kvasen¢ho piva, se pouzila ¢ista kultura
tohoto kmene, ktera se ziskala izolaci z rybni¢né vody v ovocném sadu (viz vyse), a ktera se az
do doby pfipravy uchovavala v chladnicce pii teploté 2 =1 °C.

Kultura kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 se zaockovala na Sikmy
sladinovy agar ve zkumavkach uzavienych vatovou zatkou. Z vytvofeného kvasni¢éného naristu
se potom sterilné ockovaci klickou prevedla ¢ast biomasy do 10 ml 10% sterilni mladiny, nacez
2 dny probihala kultivace pfi teploté 25 °C. Poté se odlila homi prokvasena vrstva a kvasnicna
sedlina se pfevedla do 50 ml 10% sterilni mladiny, naez 2 dny probihala kultivace pii teploté
20 °C. Nasledn¢ se tento kmen pomnozil pfevadénim do vzdy vétsiho objemu v poméru priblizné
1:4. Kvasni¢na sedlina s¢ tak nejprve prevedla do 250 ml 10% sterilni mladiny, kde 5 dni
probihalo pomnozovani pri teploté 15 £1 °C, poté se vytvoreny kvasni¢ny sediment prevedl do
1000 ml 10% mladiny, kde 3 dny probihala kultivace pfi teploté 12 £1 °C.

Timto zpusobem pfipraveny kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W159 se muze
pfimo pouzit pro laboratori kvasné zkousky nebo pro vyrobu svrchn¢ kvasen¢ho piva. V pfipad¢
potfeby se predtim jesté promyje vodou (opakovanou sedimentaci a promyvanim), ¢imz se z néj
odstrani kultivac¢ni médium.

Priklad 2: Priprava svrchné kvaSen¢ho piva s pouzitim kmene kvasinek Saccharomyces
cerevisiae RIBM W 159

Do mladiny (4 litry) spuvodnim extraktem piiblizné 11 % se pridal kvasniény zakvas
Saccharomyces cerevisiae RIBM W 159 piipraveny postupem popsanym v piikladu 1. Zakvasna
davka ¢inila pfiblizné 15x107 bunék/ml mladiny. Nasledna fermentace probihala ve vysterilované
plastové nadob¢ pfi teplot¢ 20 °C 1 °C po dobu 4 dni. Namérfené hodnoty jsou uvedeny
v tabulce 1.
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Tabulka 1. Zakladni chemicky rozbor po hlavnim kvaseni

Méreny parametr jednotka hodnota
Extrakt zdanlivy % hmotn. 3,03
Alkohol % oby. 3.9
Prokvaseni zdanlivé % 70,91
Horkost (izoslouceniny) jednotky horkosti 17.2

Po ukonceni kvaseni se takto pripravené pivo pievedlo do lezackych nadob a pii teploté 2 +1 °C
se ulozilo do lezackého sklepa. Po 3 tydnech lezeni se u n¢j zméfilo prokvaseni, extrakt, obsah
alkoholu a hotkost a senzoricky aktivni latky. Namérené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Chemicky rozbor po dokvaseni

Méreny parametr jednotka hodnota
extrakt zdanlivy % hmotn. 2,93
extrakt skuteny % hmotn. 448
alkohol (% hmotn.) % hmotn. 3,32
alkohol (% obj.) % obj. 425
extrakt puvodni mladiny (Plato) % hmotn. 10,96
prokvaseni zdanlivé % 73,3
prokvaseni skutecné % 59,1
horkost (izoslouceniny) JH 20
pH - 4,64
diacetyl mg/l 0,113
pentadion mg/l 0,01
acetaldehyd HSP mg/l 2.9
ethyl-formiat mg/l <0,01
ethyl-acetat (octan ethylnaty) mg/1 9.2
propylacetat mg/1 <0,01
2-methylpropyl-acetat mg/1 0,07
ethyl-butyrat mg/1 0,05
2-methylpropanol (isobutanol) mg/1 12,9
3-methyl-butyl-acetat (isoamylacetat) mg/1 0,9
n-propanol mg/1 36,3
butyl-acetat mg/l <0,01
2- a 3-methylbutanol mg/l 46,6
ethyl-hexanoat mg/l 0,32
ethyl-2-hydroxy-propanoat (mlécnan ethylnaty) mg/1 0,77
ethyl-oktanoat mg/l 0,09
ethylhexanol mg/l 0,02
ethyl-dekanoat mg/l 0,35
furfurylalkohol mg/l 0,01
2-fenyl-ethyl-acetat mg/1 0,01
ethyl-dodekanoat mg/l 0,02
2-fenylethanol (GC-FID) mg/l 22
ethyl-tetradekanoat mg/l <0,01
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ethyl-hexadekanoat mg/l <0,01
alkoholy celkové mg/l 1173
estery celkem mg/l 11,8
pom¢r alkoholy-estery - 9,95

Dale se provedlo senzorické hodnoceni takto pripraven¢ho svrchné kvaseného piva degustacni
komisi. Toto pivo nevykazovalo zZadné senzorické zavady. Podle hodnotiteli vykazovalo pivo
slabou az stfedni plnost, sladké aroma a chut’ po hfebicku, slabou horkost v kulminaci a
v doznivani, velmi slabou az slabou trpkou a kyselou chut’, velmi slaby fiz, stopy horkosti po
polknuti. Krom¢ toho jesté hodnotitelé zminovali aroma a chut’ po bananu, jablku, mlading, obili,
vanilce, ving, broskvi, tropickém ovoci a rumu. Celkovy subjektivni dojem byl vyhodnocen jako
velmi dobry — viz tabulka 3.

Tabulka 3. Senzorické hodnoceni

Sledovany parametr hodnoceni
fiz 0,9
plnost 23
horkost po polknuti 0,8
horkost v kulminaci 1,9
horkost v doznivani 1,8
charakter horkosti 2.2
trpkost 1,6
sladka chut’ 2.2
kysela chut’ 1,7
obliba 3,4
chut’ po hiebicku 2,3
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiaee RIBM W159 ulozeny u Ceské sbirky
mikroorganismi pod &islem CCM 9391 izolovany z rybniéné vody v ovocném sadu v Usteckém
kraji, ktery aerobn¢ 1 anacrobn¢ zpracovava glukozu, galaktozu, sacharozu, rafindzu, maltézu a
melibiozu, aerobné navic trehalézu, a vytvari okrouhlé buiiky s prumérem 3 az 4,5 um.

2. Zpusob vyroby svrchné kvaseného piva, vyznacujici se tim, ze hlavni fermentace mladiny
probiha kmenem kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM W 159, CCM 9391, podle naroku 1.
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