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Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiee CCM 8715 a jeho poutZiti p¥i vyrobé piva

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715.

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

Dosavadni stav techniky

Vyroba piva spo¢iva v kontrolovaném zkvaSovani cukri obsazenych v mlading pivovarskymi
kvasinkami. Jako pivovarské kvasinky se pfitom oznacuji kulturni kvasinky nékolika druhd
arodii: k produkci spodné kvaSenych piv se pouziva druh Saccharomyces pastorianus,
k produkci svrchné kvasenych piv druh Saccharomyces cerevisiae, k produkei specialnich druht
piv napt. rody Brettanomyces nebo Torulaspora (viz napf. T. Kochlafova 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 (7-8)). Pivovarské kvasinky pfitom pii své &innosti preméiuji
sacharidy na ethanol, oxid uhligity a energii potfebnou k pomnozovani kvasinek a také pfiblizné
dva tisice dal$ich latek, zejména vy3sich alkohold, esterd, aldehyd, atd., které ovliviiuji vysledné
senzorické vlastnosti hotového piva. Pro celkovy senzoricky dojem je pak velmi dulezity celkovy
pomér viech téchto vysich alkoholi a esterd, nebot’ jednotlivé sloudeniny jsou samy o sob¢ vel-
mi &asto pod prahovou koncentraci senzorického vnimani. Obecné je pfitom napf. znamo, Ze
kmeny svrchnich kvasinek Saccharomyces cerevisiae produkuji vétsi mnozstvi a §irSi spektrum
senzoricky aktivnich litek 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 také to, Ze ,leh¢i“ chut’ spodné kvasenych piv zpusobuje,
kromé nizsi teploty hlavniho kvaSeni, také zménéna exprese geni zodpovédnych za produkci
esterti 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).

Vyroba vina pak spociva ve zkvaSovani sacharidi piitomnych v hroznovém mostu vinafskymi
kvasinkami. PFi tomto zkvaSovani dochéazi k pfeméné sacharidii na ethanol a oxid uhli¢ity a ener-
gii potfebnou k pomnozovani kvasinek. Vinafské kvasinky jsou oproti pivovarskym kvasinkam
odolngjsi viigi alkoholu. Do mostu se pfitom dostavaji bud’ z povrchu bobuli (spontanni kvaSeni),
nebo pridanim &isté kultury uslechtilych kvasinek (Cisté kvageni). Kulturni vinafské kvasinky
pati do druhtt Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces bayanus.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je novy kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8713, ktery se izo-
loval ze spontanniho kvaseni hroznového mostu. Pro dali pouziti se pripravil selekei a opako-
vanym pieotkovavanim na sladinovém agaru s tetracyklinem. Kultivace pak probihala aerobné
v mikrobiologickém inkubatoru pfi teploté 26 °C po dobu 3 az 5 dni. Po narGstu kultury kvasinek
na povrchu agaru se tato kultura pienesla sterilizovanou otkovaci kli¢kou na novou Petriho mis-
ku s agarem a rozockovala se tzv. kiizovym roztérem, pfi kterém se fedi koncentrace kvasinek na
agaru. Tento postup se opakoval az do doby, nez kultura kvasinek narostla do podoby viditelné
oddélenych kolonii. Nasledna izolace kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 se
pak provedla naotkovanim vybrané kolonie na Petriho misku obsahujici sladinovy agar.
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Takto izolovany kmen se poté charakterizoval biochemickymi testy a polymerazovou fetézovou
reakci (PCR).

Kvasinky kmene Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 vytvareji elipsoidni az kulovité buriky s
rozméry 6 az 8 um x 4 az 6 pm, které nevytvaii mycelium a jen vzécng vytvari pseudomycelium.

Vzhled a konzistence kolonii - natér je téstovity, krémovy, svétle hnédy, hladky, leskly. Charak-
ter naristu v kapalném mediu - v kapalinich tvofi sediment, mazdra se nikdy nevytvari.

Kmen Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 vyuziva aerobng (oxiduje) i anaerobné (fermentuje)
galakt6zu, sacharézu, rafinézu, maltézu a glukézu. Aerobné vyuziva (oxiduje) laktat.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 maé ve srovnani s pivovarskymi kvasinka-
mi Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces pastorianus nékteré vyhodné vlastnosti pro vy-
uZiti pfi pfipravé piva. Zejména jde o produkci jen miniméalniho mnozstvi diacetylu, ktery hoto-
vému pivu udéluje chut’ po masle a ve vysSich koncentracich je povazovan za nezadouci. Opti-
malni teplota pro vyrobu piva s pouzitim tohoto kmene je v rozmezi 18 az 22 °C, kdy kvasinky
produkuji optimalni mnozstvi senzoricky aktivnich latek; avsak tento kmen lze pouZzit i pro kva-
Seni pii teplotach 12 az 16 °C, pti¢emz i pii téchto teplotach je charakteristicky vysokou rychlosti
kvaseni.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 podle vynélezu je uloZen ve sbirce mikro-
organismi Vyzkumného ustavu pivovarského a sladaiského, a.s., oznadované kédem RIBM
(Research Institute of Brewing and Malting) pod ¢islem RIBM 192 a v Ceské sbirce mikroorga-
nismi (Czech Collection of Microorganisms) v Brné pod &islem CCM 8715.

Piiklady uskute¢néni vynalezu

Priklad 1: Pfiprava kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 pro laboratorni kvasné
zkousky

Pii pfipravé kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 pro praktické pouZiti — napf.
pro jeho dalsi testovani nebo pro vyrobu piva, se pouzila ¢ista kultura tohoto kmene, kterd se
ziskala izolaci ze spontanniho kvadeni hroznového mostu (viz vy3e), a které se az do doby pfipra-
vy uchovavala v chladniéce pfi teploté 2 + 1 °C.

Kultura kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 se zaotkovala na $ikmy sladinovy
agar ve zkumavkach uzavienych vatovou zatkou. Z vytvoreného kvasniéného nériistu se potom
steriln€ otkovaci klickou prevedla ¢ast biomasy do 10 ml 10% sterilni mladiny, na&ez 2 dny pro-
bihala kultivace pfi teploté 25 °C. Poté se odlila horni prokvasena vrstva a kvasni¢na sedlina se
prevedla do 50 ml 10% sterilni mladiny, na¢ez 2 dny probihala kultivace pii teploté 20 °C.
Nasledné se tento kmen pomnozil pievadénim do vzdy vétsiho objemu v poméru piiblizng 1:4.
Kvasni¢na sedlina se tak nejprve prevedla do 250 ml 10% sterilni mladiny, kde 5 dni probihalo
pomnozovani pfi teplot€ 17 + 1 °C, poté se vytvofeny kvasni¢ny sediment pievedl do 1000 ml
10% mladiny, kde 3 dny probihala kultivace pfi teploté 17 + 1 °C.

Timto zplsobem ptipraveny kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 se miize pii-
mo pouZit pro laboratorni kvasné zkousky nebo pro vyrobu piva. V piipadé potieby se piedtim
Jeste promyje vodou (opakovanou sedimentaci a promyvanim), aby doslo k odstranéni kultivaéni-
ho média.
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Priklad 2: Priprava piva s pouzitim kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715

Do mladiny s piivodnim extraktem priblizng 12 % (stejnym postupem vsak Ize pfipravit pivo

s zmladiny s jinym extraktem) se pfidal zcentrifugovany kvasni¢ny koncentrat kvasinek Saccharo-
myces cerevisiae CCM 8715 ptipraveny postupem popsanym v prikladu 1. Zakvasna davka Cinila
pfiblizné 30 miliond bungk / ml mladiny. Nésledna fermentace probihala ve vysterilované plasto-
vé nadobé pfi teploté 21 °C + 1 °C po dobu 5 dni.

10V pribshu kvaSeni se sledoval pribsh mnozeni bun¢k a jejich sedimentace pocitanim bunék

mikroskopickou technikou pomoci Biirkerovy komirky. Kromé toho se dale méfil ibytek extrak-
tu, prokvaseni, koncentrace alkoholu a zména pH. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 1.

15 Tabulka 1

Méieny parametr 0Oh 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
Alkohol (% obj.) | 0 248 3,65 381 3,95 4,08
Prokvaseni

Sl (%) 0 40,57 59,34 62,27 6503 | 67,53

Extrakt zdnlivy | ;67 | 478 4,68 429 3,96 3,69
(% hm.)

pH 574 436 424 123 a2 422

Pocet bunék 29.8 80 74,6 57,05 23 24,5
(mil/ml)

Po ukonéeni kvageni se takto pFipravené pivo prevedlo do lezackych nadob a pfi teploté¢ 2 + 1 °C
se ulozilo do lezackého sklepa. Po 6 tydnech lezeni se u n&j zméfilo pH, prokvaseni, extrakt,

20 obsah alkoholu, koncentrace diacetylu, pentandionu, acetaldehydu a dimethylsulfidu (DMS), pfi-
¢emz naméfené hodnoty jsou uvedeny v tabulce 2.

Jak je zfejmé, kmen Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 produkuje ve srovnani s béznym pivo-
varskymi kvasnicemi jen nizké koncentrace diacetylu, ktery je zodpovédny za nezadouci maslo-
25 vou pfichut piva.

Tabulka 2
Méreny parametr Hodnota

Extrakt zdanlivy (% hmotn.) 3,65

Extrakt skute¢ny (% hmotn.) 5,16

Alkohol (% obj.) 4,15

Prokvaseni zdanlivé (%) 68,1

Diacetyl (mg/l) 0,013
Pentandion (mg/I) <0,005
Acetaldehyd (mg/l) 49,39

DMS (pg/l) 36

30
Kromé toho se u tohoto piva dale méfil také obsah vy3sich alkoholl a esterd, které se vyraznou
mérou podili na senzorickém profilu hotového napoje. V tabulce 3 jsou uvedeny vybrané vyssi
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alkoholy a estery a pomér celkovych vyssich alkohold k estertim (pomér A/E). Hodnota tohoto
poméru pak vypovida o tom, ze kvasinky Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 se chovaji po-
dobn¢ jako svrchni pivovarské kvasnice, vytvari viak vy$si mnozstvi betafenyl alkoholu nez
vétsina jejich kmend (obvyklé hodnoty jsou do 4) a soucasné velmi nizké mnozstvi diacetylu
i pentandionu. To je velmi vyhodné z hlediska technologie vyroby piva, nebot’ diky tomu neni
nutné do vyrobniho postupu zafazovat dlouhou prodlevu na odbourani diacetylu.

Tabulka 3
Sledovana latka Obsah
ethylformiat (mg/1) 0,04
ethylacetat (mg/l) 12,19
propylacetat (mg/1) 0,059
isobutylacetat (mg/I) 0,227
ethylbutyrat (mg/1) 0,169
propanol (mg/1) 27,38
isobutanol (mg/1) 15,73
isoamylacetat (mg/1) 1,29
2 a 3-methyl-butanol (mg/1) 57,69
ethylkapronat (mg/1) 0,223
ethylkaprylat (mg/1) 0,179
ethyl-hexanol (mg/l) 0,012
furfuryl-alkohol (mg/1) 0,053
fenylethylacetat (mg/1) 0,288
B-fenyl-alkohol (mg/1) 9,61
suma alkoholi (mg/l) 11048
suma esterti (mg/1) 14,75
pomér A/E 7,49

Kromé toho se také analyzovala produkce fenolickych latek, které jsou zodpovédné za medici-
nalni nebo hiebickové aroma piva. Ziskané hodnoty jsou uvedeny v tabulce 4, pficemz je ziejmé,
Ze jsou obdobné jako pfi pouziti kmend pivovarskych kvasnic pouzivanych pii vyrobé pieni¢-
nych piv.

Tabulka 4
Sledovana latka Obsah
2-fenylethanol (mg/I) 23,46
4-vinylguajakol (mg/l) 6,48
Tyrosol (mg/1) 4,66

Dale se také provedlo senzorické hodnoceni piva degustaéni komisi. Napoj pfipraveny s vyuZitim
kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 nevykazoval zadné senzorické zavady, byl pri-
Jemné nasyceny, lehce citronoveé nakysly, s intenzivni viini po koriandru a hiebi¢ku a chuti p¥ipo-
minal svrchné kvasené pivo. Horkost byla vyhodnocena jako piijemna. Celkovy subjektivni do-
Jem byl vyhodnocen jako nadprimeérny.
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae uloZzeny u Ceské sbirky mikroorganismii pod
&islem 8715 izolovany ze spontanniho kvaSeni hroznového mostu, ktery aerobn€ i anaerobn¢
zpracovavé galaktozu, sachardzu, rafindzu a maltézu a aerobné zpracovava laktat, a ktery vytvari
elipsoidni az kulové buiiky s rozméry 6 az 8 um x 4 a7 6 um, které nevytvari mycelium.

2. Zpisob vyroby piva, vyznadujici se tim, Ze hlavni fermentace mladiny probiha
kmenem kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8715 podle naroku 1.

Konec dokumentu
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