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(57)  Anotace:
Vynalez se tyka kmene kvasinek Kluyveromyces
marxianus CCM 9180 1zolovaného na zacatku
spontanniho kvaseni hroznového mostu, ktery
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Kmen kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 a jeho pouziti pii vyrobé
nealkoholického piva

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového kmene kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180.

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

Dosavadni stav techniky

Vyroba piva spociva v kontrolovaném zkvaSovani cukrii obsazenych v mladiné pivovarskymi
kvasinkami. Jako pivovarské kvasinky se pritom oznacuji kulturni kvasinky nékolika druhti a rodi:
k produkci spodné kvasenych piv se pouziva druh Saccharomyces pastorianus, k produkci svrchné
kvasenych piv druh Saccharomyces cerevisiae, k produkci specialnich druhll piv, napf. rody
Brettanomyces nebo Torulaspora (viz napt. T. Kochlanova a kol.: ,,Kvasinky non-Saccharomyces
a jejich vyznam v pivovarském primyslu. 1. ¢ast — Brettanomyces (Dekkera)* a ,,Kvasinky non-
Saccharomyces a jejich vyznam v pivovarském pramyslu. II. ¢ast, oboji Kvasny Priimysl 62/2016
(7 az 8)). Pivovarské kvasinky pritom pfi své ¢innosti preménuji sacharidy na ethanol, oxid uhlicity
a energii potfebnou k jejich pomnoZovani a také ptiblizné dva tisice dalSich latek, zejména vyssich
alkoholt, esterti, aldehydn atd., které ovliviiuji vysledné senzorické vlastnosti hotového piva. Pro
celkovy senzoricky dojem je pak velmi dilezity celkovy pomér téchto vSech vyssich alkoholi a
esterl, nebot’ jednotlivé slouceniny jsou samy o sobé velmi casto pod prahovou koncentraci
senzorického vnimani. Obecné je pfitom napf. znamo, 7ze kmeny svrchnich kvasinek
Saccharomyces cerevisiae produkuji vét§i mnozstvi a Sirsi spektrum senzoricky aktivnich latek nez
kmeny spodnich kvasinek Saccharomyces pastorianus (viz napt. Lodolo a kol.: , The yeast
Saccharomyces cerevisiae — the main character in beer brewing.* FEMS Yeast Res 8(7):1018-36,
2008), a také to, Ze ,,Jeh¢i chut’ spodné kvaSenych piv zplsobuje, kromé nizsi teploty hlavniho
kvaseni, také zménéna exprese genli zodpovédnych za produkei estert u druhu Saccharomyces
pastorianus (viz napt. 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).

Nealkoholické pivo je definovano jako kvaSeny napoj z obilného sladu s obsahem alkoholu do
0,5 % obj. V soucasné dobé¢ se vyrabi nékolika zptisoby: 1) odstranénim alkoholu z jiz vyrobeného
piva plsobenim teploty nebo membranovymi procesy, 2) pred¢asn¢ ukoncenou fermentaci, 3)
pouzitim specialniho kmene kvasinek, 4) zménou podminek rmutovani (tj. Gpravou spektra
zkvasitelnych cukrd v mlading), 5) technikou kontinualni fermentace; pripadné kombinaci
nékterych z téchto postupd (napt. pouzitim specialniho kmene kvasinek se sniZenou produkci
alkoholu v kombinaci s ptfedéasnym ukoncenim kvaseni, apod.) — viz napf. Branyik et al.: A
review of methods of low alcohol and acohol-free beer production®, J. Food Engin. 108: 493-506,
2012. Jako specialni kmeny kvasinek se sniZzenou produkci alkoholu se pozivaji napt.
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomycodes ludwigii nebo Zygosaccharomyces rouxii, které maji
omezenou schopnost fermentovat pritomné cukry a vytvofi méné alkoholu (viz napt. Sohrabvandi
et al.: ,,Characteristics of different brewer’s yeast strains used for non-alcoholic beverage
fermentation in media containing different fermentable sugars®. Iran. J. Biotechnol. 8: 178-185,
2011). Kromé toho bylo popsano 1 pouziti kvasinek rodu Pichia, Candida shehatae (viz napft.
Michel, M. et al.: Review: Pure non-Saccharomyces starter cultures for beer fermentation with a
focus on secondary metabolites and practical applications. J. Inst. Brew., 2016, 122: 569 az 587.
doi: 10.1002/jib.381), Torulaspora delbrueckii (viz napt. Canonico et al.: ,, Torulaspora delbrueckii
in the brewing process: A new approach to enhance bioflavour and to reduce ethanol content™,
Food Microbiol. 56: 45-51) nebo Kluyveromyces (viz napt. Medeiros et al.: ,,Aroma compounds
produced by Kluyveromyces marxianus in solid state fermentation on a packed bed column
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bioreactor*, World. J. Microbiol. Biotechnol., 17: 767 az 771). Takto vyrobena piva mohou chutnat
po mlading, byvaji sladsi a ovocnéjsi nez piva alkoholicka, vyrobena tradicnim zplsobem nebo
zbavena alkoholu fyzikalnimi metodami.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je novy kmen kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180, ktery se
izoloval na zacatku spontanniho kvaseni hroznového mostu. Pro dalsi pouziti se ptipravil selekci a
opakovanym preockovavanim na sladinovém agaru s tetracyklinem. Kultivace probihala aerobné
v mikrobiologickém inkubatoru pfi teploté 26 °C po dobu 3 az 5 dni. Po naristu kultury kvasinek
na povrchu agaru se tato kultura ptenesla sterilizovanou ockovaci klickou na novou Petriho misku
s agarem a rozockovala se tzv. kfizovym roztérem, pti kterém se fedi koncentrace kvasinek na
agaru. Tento postup se opakoval do doby, nez kultura kvasinek narostla do podoby viditelné
oddé¢lenych kolonii. Nasledna izolace kmene kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 se
poté provedla naockovanim vybrané kolonie na Petriho misku obsahujici sladinovy agar.

Takto izolovany kmen se nasledné charakterizoval biochemickymi testy a sekvenovanim ITS
oblasti DNA.

Kvasinky kmene Kluyveromyces marxianus CCM 9180 vytvareji ovoidni, elipsoidni nebo
cylindrické buiiky s rozméry 3 pm x 4 az 6 pm. Vegetativné se mnozi multilateralnim pucenim na
uzsi strané, mohou produkovat pseudohyfy (pseudomycelium).

Vzhled a konzistence kolonii — matné, krémové zbarvené, vypouklé. Charakter nartistu v kapalném
médiu — v kapalinach tvori sediment, miize se tvofit mazdra. Kmen roste pfi teplotach pod 15 °C 1
pti teploté 37 °C.

Kmen Kluyveromyces marxianus CCM 9180 vyuziva aerobné (oxiduje) i anaerobné (fermentuje)
galaktozu, sacharézu, arabindzu, celiobidzu, rafindzu, xylozu, kyselinu mléénou, glycerol a
sorbitol. Nevyuziva maltozu.

Kmen kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 ma ve srovnani se stavajicimi pivovarskymi
kvasinkami Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces pastorianus nékteré vyhodné vlastnosti
pro vyuziti pii pripravé nealkoholického piva. Zejména jde o neschopnost zkvasovat maltdzu,
hlavni cukr pivovarské mladiny, diky ¢emz tento kmen produkuje jen nizké koncentrace alkoholu.
Optimalni teplota pro vyrobu nealkoholického piva s pouzitim tohoto kmene je v rozmezi 7 az
9°C, kdy kvasinky produkuji optimalni mnozstvi senzoricky aktivnich latek. Optimalni
stupniovitost mladiny pro vyrobu nealkoholického piva je pak v rozmezi 5 az 9 % hmotn., kdy
kvasinky produkuji optimalni mnozstvi alkoholu (do 0,5 % obj., coz je horni hranice
nealkoholického piva).

Kmen kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 podle vynalezu je uloZen ve sbirce
mikroorganismli Vyzkumného ustavu pivovarského a sladarského, a.s., oznaéované kddem RIBM
(Research Institute of Brewing and Malting) pod &islem RIBM 197 a v Ceské sbirce
mikroorganismt (Czech Collection of Microorganisms) v Brné pod ¢islem CCM 9180.

Priklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Priprava kmene kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 pro laboratorni kvasné
zkousky

Pti pripravé kmene kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 pro praktické pouziti — napft.
pro jeho dalsi testovani nebo pro vyrobu nealkoholického piva, se pouzila Cista kultura tohoto
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kmene, ktera se ziskala izolaci ze spontanniho kvaseni hroznového mostu (viz vyse), a ktera se az
do doby pripravy uchovavala v chladnicce prti teploté 2 +1 °C.

Kultura kmene kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 se zaockovala na Sikmy sladinovy
agar ve zkumavkach uzavienych vatovou zatkou. Z vytvofeného kvasni¢ného nariistu 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 horni prokvasena vrstva a kvasni¢na sedlina se
prevedla do 50 ml 10% sterilni mladiny, nacez 2 dny probihala kultivace pri teploté¢ 20 °C.
Nasledné se tento kmen pomnozil prevadénim do vzdy vétsiho objemu v poméru ptiblizné 1:4.
Kvasni¢na sedlina se tak nejprve ptevedla do 250 ml 10% sterilni mladiny, kde 5 dni probihalo
pomnoZzovani pfi teploté 15 £1 °C, poté se vytvoreny kvasnicny sediment prevedl do 1000 ml 10%
mladiny, kde 3 dny probihala kultivace pfi teploté 12 £1 °C.

Timto zplisobem pripraveny kmen kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 se miize ptimo
pouZit pro laboratorni kvasné zkousky nebo pro vyrobu nealkoholického piva. V pripadé potieby
se predtim jesté promyje vodou (opakovanou sedimentaci a promyvanim), ¢imz se z néj odstrani
kultiva¢ni médium.

Priklad 2: Priprava nealkoholického piva v laboratornich podminkach s pouzitim kmene kvasinek
Kluyveromyces marxianus CCM 9180

Do mladiny (3 litry) s pivodnim extraktem pfiblizné 6 % se ptidal zcentrifugovany kvasni¢ny
koncentrat kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 pfipraveny postupem popsanym Vv
prikladu 1. Zakvasna davka ¢&inila priblizné 7x107 bun&k/ml mladiny. Nasledna fermentace
probihala ve vysterilované plastové nadobé pii teploté 8 °C +1 °C po dobu 3 dni.

Po ukonceni kvaseni se takto pfipravené pivo ptrevedlo do leZackych nadob a pri teploté 2 £1 °C
se ulozilo do lezackého sklepa. Po 3 tydnech lezeni se u n¢j zmétilo prokvaseni, obsah alkoholu a

hotrkost. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1. Zakladni chemicky rozbor

Méreny parametr jednotka hodnota
Alkohol % obj. 0,35
Extrakt piivodni mladiny (Plato) % hmotn. 5,92
Prokvaseni skuteéné % 7,77
Hoftkost (izoslouceniny) jednotky hotkosti 10,2

Jak je ztejmé, kmen Kluyveromyces marxianus CCM 9180 produkuje ve srovnani s béznym
pivovarskymi kvasnicemi jen nizké koncentrace alkoholu.

Dale se také provedlo senzorické hodnoceni takto pfipraveného nealkoholického piva degustacni
komisi. Toto pivo nevykazovalo Zzadné senzorické zavady. Celkovy subjektivni dojem byl
vyhodnocen jako velmi dobry. Pivo se od dostupnych nealkoholickych piv lisi svou lehkosti,
sveéZesti a tony citrust ve viini 1 chuti.

Priklad 3: Priprava nealkoholického piva s pouzitim kmene kvasinek Kiuyveromyces marxianus
CCM 9180

Do mladiny s pivodnim extraktem pfiblizné 8,5 % se ptidal zcentrifugovany kvasni¢ny koncentrat
kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 pfipraveny postupem popsanym v prikladu 1.
Zakvasna davka c¢inila ptiblizné 7x107 buné&k/ml mladiny. Naslednad fermentace probihala ve
vysterilované plastové nadobé¢ pri teploté 7 °C =1 °C po dobu 5 dni.



CZ 2021 - 582 A3

Po ukonceni kvaseni se takto pfipravené pivo prevedlo do lezackych nadob a pti teploté 2 1 °C
se ulozilo do lezackého sklepa. Pivo lezelo v lezackych nadobach 4 tydny. Poté se u ného zmétilo
prokvaseni, extrakt, obsah alkoholu a hotkost. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2. Zakladni chemicky rozbor

Méreny parametr jednotka hodnota
Extrakt zdanlivy % hmotn. 8,05
Extrakt skute¢ny % hmotn. 8,15
Alkohol % hmotn. 0,19
Alkohol % obj. 0,24
Extrakt ptivodni mladiny (Plato) % hmotn. 8,64
Prokva3eni zdanlivé % 5,43
Prokva3eni skute¢né % 435
Hoftkost (izoslouéeniny) jednotky hotkosti 10,1

Dale se také provedlo senzorické hodnoceni takto pfipraveného nealkoholického piva degustacni
komisi. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 3. Dominujici chut’ byla vyhodnocena jako slaba esterova
a citrusova; pivo mélo dale velmi slabou kvasni¢nou, karamelovou a pripalenou chut.
Nealkoholické pivo vyrobené s pouzitim kmene Kluyveromyces marxianus CCM 9180 bylo
vyhodnoceno jako odlisné od dostupnych nealkoholickych piv — lehké, svézi, s tony 1éta a citrusii.

Tabulka 3. Senzorické hodnoceni

Sledovany parametr Hodnoceni
fiz 2.1
plnost 1,7
horka 0,5
horkost - kulminace 1,0
horkost - doznivani 0,4
horkost - charakter 1,2
trpkost 0,6
sladka chut’ 2,8
kysela chut’ 0,8
chmelova chut’ 0,7
ovocna/esterova chut’ 1,6
sladova chut’ 1,9
kvasniéna chut’ 0,5
mladinova chut’ 1,5
sladinova chut’ 2,0
parfémova chut’ 1,1
diacetylova chut’ *
karamelova chut’ 0,9
ptipalena chut’ *
Vyhovuje stylu 1,3
Vyvazenost 2,3
Obliba 5,1
Celkovy dojem 3,6

* nezaznamenano
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen kvasinek Kluyveromyces marxianus ulozeny u Ceské sbirky mikroorganismii pod &islem
CCM 9180 izolovany na zacatku spontanniho kvaseni hroznového mostu, ktery aerobné i anaerobné
zpracovava galaktozu, sachardozu, arabindzu, celiobidzu, rafindézu, xyldézu, kyselinu mléénou,
glycerol a sorbitol, nezpracovava maltézu a vytvaii ovoidni, elipsoidni nebo cylindrické bunky s
rozméry 3 pm x 4 az 6 pm.

2. Zpusob vyroby nealkoholického piva, vyznacujici se tim, Ze hlavni fermentace mladiny probiha
kmenem kvasinek Kluyveromyces marxianus CCM 9180 podle naroku 1.
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