CZ 2014 - 274 A3

PRIHLASKA VYNALEZU

Zverejnéna podle §31 zakona ¢&. 527/1990 Sb.

(22) Prihlageno: 22.04.2014
(19) (40) Datum zvefejnéni pihladky vynalezu: 29.10.2015
CESKA a (Véstnik & 43/2015)

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(21) Cislo dokumentu:

2014-274

(13) Druh dokumentu: A3

(51) Int. CL:
CI2N 1/18 (2006.01)
CI2R 1/865 (2006.01)

(71) Prihlagovatel:
Vyzkumny tstav pivovarsky a sladafsky, a.s., Praha
2,CZ

(72)  Piavodcee:
Ing. Alexandr Mikyska, Praha 3- Vinohrady, CZ
RNDr. Dagmar Matoulkova, Ph.D., Trutnov I, CZ
Ing. Martin Slaby, Kralupy nad Vltavou, CZ
Ing. Petra Kubizniakové, Praha 9- Horni PoCernice,
CZ

(74) Zastupce:
Ing. Dobroslav Musil, patentové kancelar,
Zabrdovicka 11, 615 00 Brno

(54) Nazev prihlasky vynalezu:
Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae
RIBM 164

(57) Anotace:
Reseni se tyka kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae
RIBM 164, ktery fermentuje glukozu, sacharozu,
maltézu, rafindzu, ale nefermentuje galaktézu, laktozu,
trehalézu a melibidzu, vytvaii elipsoidni a kulovité butiky
s rozméry 6-10 um x 5-8 um, které nevytvafi mycelium a
jen vzacné vytvafi pseudomycelium, a ktery béhem
zkvaSovani sladin pFipravenych z riznych obilnych
substratii vytvaii senzoricky aktivni latky, které ud€luji
hotovému napoji ovocnou a svéZzi chut’.



10

15

20

25

30

. L)

* se

L4 [ LI

* LA 4 e esese
.

PS3952CZ

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164

Oblast techniky

Vynalez se tykd nového kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae
RIBM 164.

Dosavadni stav techniky

Znamé nizkoalkoholické napoje, jako je napf. pivo, apod. se bézné
ziskavaji kvasenim obilnych substratl, obvykle na bazi je€mene anebo
kombinace jeémene a pSenice, prostfednictvim kvasinek druht Saccharomyces
cerevisiae a Saccharomyces pastorianus. Tyto népoje se mohou dale
upravovat sycenim oxidem uhli¢itym, pasteraci, pfidavkem cukrd a rdznych
pfisad (napf. kyseliny citronové, karamelu, pfirodnich aromat, vyluh bylin,

vitamin(i, mineralnich latek, atd.).

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je novy kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae
RIBM 164, ktery fermentuje glukézu, sacharézu, maltdzu, rafindézu, ale
nefermentuje galaktozu, laktézu, trehalozu a melibiozu, a ktery béhem
zkvaSovani sladin pripravenych z rznych substratl vytvafi senzoricky aktivni
latky, které ud&luji hotovému ndpoji ovocnou a sveZi chut a to pfekvapivé i
v pfipadé pouZiti netradicnich obilovin, jako je napf. oves, pohanka nebo
pSenice. Tyto jeho viastnosti byly prakticky ovéreny s vyuZitim laboratornich
kvasnych testl dle CZ patentu 303042 (viz pfiklad 2 nize), jejichz podstatou je
zakvageni mladiny danym kmenem kvasinek a nasledné kvaseni mladiny o
objemu do 5 litrl v otevieném konickém valci v prostiedi s fizenou teplotou,
piicemz se alespori jednou sleduji poZzadované parametry kvasici mladiny, jako
napf. zdanlivy obsah extraktu, stupefi zdanlivého prokvaseni, obsah alkoholu,
ristova kiivka kvasinek, sedimentace kvasinek, a/nebo mladého piva ze
skupiny obsah extraktu, rychlost zkvaSovani extraktu, stupefi zdanlivého

prokvadeni, obsah alkoholu, obsah vicinalnich diketon(, obsah SO;, obsah

) - 134
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tékavych latek, obsah dusiku, obsah horkych latek, obsah redukujicich cukr,
pfitomnost vitamin skupiny B. Kromé toho byly tyto vlastnosti dale ovéreny

také &tvrtprovoznimi pokusnymi varkami (viz pfiklad 3 nize).

Daldi vyhodou tohoto kmene kvasinek je, Zze dobrfe sedimentuje a
usnadiiuje tak odstranéni bunék z fermentatniho média a tedy i tzv.

downstream procesy pfi zisku finalniho produktu.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 se izoloval
z kefirovych zrn, coZ jsou, jak je popsadno 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
vlaknitych hub v bilkovinach, tucich a cukrech. Pfi izolaci kmene kvasinek
Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 se naockovalo 0,1 ml homogenatu
kefirového zrna ve sterilni destilované vodé na Petriho misku obsahujici
sladinovy agar. Pro inhibici rstu konkuren¢nich bakterii pfitomnych v kefirovém
zmu se do tohoto substratu pfidalo antibiotikum tetracyklin v koncentraci 50
mg/l. Kultivace nasledné probihala aerobné v mikrobiologickém inkubatoru pfi
teploté 26 T (nejvhodn &j3i teplota je cca 25 az 30 T) po dobu 3 az 5 dnu. Po
narGstu kultury kvasinek na povrchu agaru se tato kultura pfenesla
sterilizovanou okovaci klickou na novou Petriho misku se sladinovym agarem
a rozotkovala se tzv. kfizovym roztérem, pfi kterém se fedi koncentrace
kvasinek na agaru. Tento postup se opakoval do doby, nez kultura kvasinek
narostla do podoby viditelné oddélenych kolonii. Nasledna izolace kmene
kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 se pak provedia naockovanim

vybrané kolonie na Petrino misku obsahujici sladinovy agar.

Izolovany kmen byl poté charakterizovan biochemickymi testy a druhové-
specifickou PCR.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 vytvafi elipsoidni a
kulovité bufiky s rozméry 6-10 um x 5-8 pm, které nevytvarli mycelium a jen
vzacné vytvari pseudomycelium. Vzhled a konzistence kolonii - natér je
téstovity, krémovy, svétie hnédy, hladky, leskly, nikdy neni drsny ani kuCeravy.
Charakter narlistu v kapalném mediu - v kapalinach tvofi sediment, mazdra se

nikdy nevytvafi. Tento kmen dobfe pfeziva v b&Znych tekutych substratech
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(napf. slading, YPD, apod.), a na pevné ztuzené pidé (napf. sladinovém
agaru), takZe je vhodny pro kratkodobe i dlouhodobé skladovani.

Kmen je ulozen ve Sbirce mikroorganizml Vyzkumného ustavu
pivovarského a sladafského, a.s. — RIBM (Research Institute of Brewing and

Malting) pod Cislem RIBM 164 a v Ceské sbirce mikroorganismd pod Cislem
CCM 8503 .

Pro vyrobu napoju se pak tento kmen kvasinek pouzije s vyhodou

zejména ve formé koncentratu.

Piiklady uskutecnéni vynalezu

Priklad 1: Pfiprava kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164

pro praktické pouziti

Pii pfipravé kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 pro
praktické pouZiti — napf. pro jeho dal$i testovani nebo pro vyrobu alkoholickych
a nizkoalkoholickych napoji, napf. piva, se vychazelo z Cisté kultury tohoto
kmene ziskané izolaci z kefirového zrna, kterd se aZ do doby pfipravy

uchovavala na sladinovém agaru v chladniéce pfi teploté 2 az 4 C.

Kultura kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 se
zaotkovala na $ikmy sladinovy agar ve zkumavkach uzavienych vatovou
zatkou. Z vytvofeného kvasniéného narlstu se potom sterilné pfevedla
otkovaci kligkou &ast biomasy do 10 ml 10% sterilni mladiny, natez 2 dny
probihala kultivace pfi teploté 25 . Poté se odlila horni prokvasena vrstva a
kvasniéna sedlina se prevedia do 50 ml 10% sterilni mladiny, nacez 3 aZ 4 dny
probihala kultivace pfi teplot¢ 20 C. Nasledn & se tento kmen pomnoZzil
pfevadénim do vzdy vétsiho objemu v poméru 1:4 za souasného snizovani
teploty. Kvasni¢na sedlina se tak nejprve prevedla do 250 ml 10% sterilni
miadiny, kde 5 dni probihalo kvaSeni pfi teploté 15 T, poté se vytvoreny
kvasnicény sediment pfeved! do 1000 ml 10% miladiny, kde 7 dni probihala
kultivace pfi teploté 8 T, na ¢ez se dale preved| do 4000 ml stejné mladiny, kde

probihala dal$i kultivace za stejnych podminek.



10

15

20

25

soes

PS3952CZ

4

Timto zplsobem izolovany kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae
RIBM 164 je pfipraven piimo pro laboratorni kvasné zkousky nebo pro vyrobu
pozadovaného alkoholického nebo nizkoalkoholického napoje. V pfipadé
potfeby se pfedtim jeSté promyje vodou (opakovanou sedimentaci a

promyvanim), aby doslo k odstranéni kultivacniho media.

Pfiklad 2: Laboratorni kvasné zkousky kmene kvasinek Saccharomyces
cerevisiae RIBM 164

Technologické vlastnosti kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae
RIBM 164 byly ov&feny laboratornimi kvasnymi testy dle CZ patentu 303042,
jejichZ podstatou je zakvaseni miadiny danym kmenem kvasinek a nasledne
kvaseni mladiny o objemu do 5 litrll v otevieném konickém valci v prostiedi s
Fizenou teplotou, pfic¢emz se alespori jednou sleduji pozadované parametry
kvasici miladiny, jako napf. zdanlivy obsah extrakiu, stupert zdanlivého
prokvaseni, obsah alkoholu, rustova kfivka kvasinek, sedimentace kvasinek,
a/nebo miadého piva ze skupiny obsah extraktu, rychlost zkvaSovani extraktu,
stupefl zdanlivého prokvadeni, obsah alkoholu, obsah vicinalnich diketonq,
obsah SO,, obsah tékavych latek, obsah dusiku, obsah hofkych latek, obsah
redukuijicich cukrd, pfitomnost vitamind skupiny B. V daném pfipadé probihaly
tyto laboratorni kvasné zkousky v otevienych sklen&nych konickych kvasnych
valcich o objemu 1 |, pfitemZ jako substrat neslouzila miadina, ale tfi varianty
sladiny pfipravené z pohanky, ovsa a p$enice Citrus. Zakladni charakteristiky

téchto sladin jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1
Méfeny parametr | Jedn. | Pohanka Oves Ps$enice Citrus
Extrakt %hm. 10,5 8,08 10,8
Barva j.EBC 12,38 7,12 4,91
pH 6,09 5,98 6,19
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Laboratorni kvasné zkousky kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae

RIBM 164 probihaly pfi teploté 12 C, po dobu 4 dn 0 pfitemz zakvasna davka

byla 15 miliond bunék/mi. Zakladni parametry prokvasenych sladin po

provedeni laboratornich testd jsou uvedeny v Tabulce 2.

5
Tabulka 2
Prokvaseni zdanlivé | Prokvaseni skute¢né
Specifikace | Extrakt (%)
(% rel.) (% rel.)
Pohanka 8,6 20,5 16,4
Oves 6 27,6 22,2
PSenice
9,5 14,7 11,8
Citrus
Viysledky senzorického posouzeni téchto prokvasenych sladin jsou pak
uvedeny v Tabulce 3.
10
Tabulka 3
. . Celkovy
Specifikace | Sladkost | Kyselost | Plnost Viné/chut .
dojem
Pohanka 1 2 2 SveZi 2
sladka,
Oves 2 1 2 1
ovocna
PSenice
1 1 3 mdla, uzena 3
Citrus

deskriptory - 0 a2 5, celkovy dojem 1 (nejlepsi) az9
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P¥iklad 3: Pokusné varky alkoholickych napoji vyrobenych z netradi¢nich

obilovin s pouzitim kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164

V mikrosladovné byly piipraveny slady z vybranych netradicnich obilovin
— pohanky (vysoky obsah polyfenoll — rutinu), ovsa, a pSenice odrudy Citrus
(obsahuje v porovnani s jinymi odridami nékolikanasobn& vy$8i mnoZstvi
karotenoidd). V pilotni vamné s objemem varky 2 hl byly Setrnym infuznim
postupem rmutovani pfipraveny sladiny ze 100% sladl psenice Citrus, ovsa a
smési pohankového sladu s je¢nym sladem v poméru 1:1. Sladiny byly
povafeny bez chmele pro vylouceni zakalotvornych latek. Zakladni

charakteristiky takto pfipravenych sladin jsou uvedeny v Tabuice 4.

Tabulka 4
Méfeny parametr Jedn. | Psenice Oves Pohanka
Citrus + je€émen
Extrakt %hm. | 10,36 10,15 10,37
Extrakt dosazitelny %hm. 267 2.4 3,75
Prokvageni dosazitelné | %hm. 74,2 74,2 63,8
Celkové polyfenoly mg/l 38 58 255
Flavanoidy mg/! 6,03 5,70 57,62
pH 6,13 5,86 5,99
Barva j-EBC 8,04 - 11,85
Aminodusik mg/| 145 171 193
Celkovy dusik mg/l 976 881 1007

Hlavni kvaseni kmenem kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164
probihalo pfi teploté¢ 15 T po dobu 12 dn U ve sladiné vyrobené z pSenice
Citrus, po dobu 13 dnli v ovesné sladiné a 14 dnl ve sladiné vyrobené ze
smési pohankového a je¢ného sladu. Poté ve vdech sladinach probéhlo

dokvasovani po dobu 4 tydn(i pfi teploté 2 .
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Pfiprava kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164 pfitom

probihala dle zpisobu popsaného v Prikladu 1. Zakvasna davka byla 15 milionQ

bunék/ml.

7

Vysledky rozboru hotového napoje jsou pak uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5
MéFeny parametr Jedn. | PSenice | o o Pohanka
Citrus + je€émen
Zdanlivy extrakt % 4,01 4,34 6,16
Skutecny extrakt % 5,21 5,43 6,95
Alkohol % hm. 2,54 2.3 1,64
Extrakt pdvodni mladiny % 10,18 9,94 10,17
Prokvaseni zdanlivé % 60,6 56,4 39,4
Prokvaseni skute¢né % 48,8 45 4 31,7
pH 3,32 3,43 3,52
Barva j-EBC 7,8 25,9 15,2
Celkové polyfenoly mg/| 43 49 237
Flavanoidy mg/l 3,3 8.4 37,2
DPPH-ARP % 27 26 53

Vysledky rozboru hotového napoje z hlediska obsahu vybranych

senzoricky vyznamnych tékavych latek jsou dale uvedeny v Tabulce 6.

*es
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Tabulka 6
Méfeny parametr PSenice Citrus Oves P<.>hvanka '
je€men
acetaldehyd (mg/l) 12,44 1,36 6,48
DMS (uglt) 114 462 41

mravencan ethylnaty (mg/l) 0,00 0,01 0,00
octan ethylnaty (mg/l) 32,66 7,16 7,63
octan propylnaty (mg/l) 0,12 0,00 0,00
octan isobutylnaty (mg/l) 0,20 0,03 0,06
maselnan ethylnaty (mg/l) 0,09 0,02 0,05
propanol (mg/l) 48,0 16,8 10,0
octan butylnaty (mg/) 0,02 0,00 0,00
isobutanol (mg/t) 21,8 10,9 7.3
octan isoamylnaty (mg/l) 3,20 0,21 1,10
2a3-methyl-butanol (mg/t) 79.6 35,5 30,3
kapronan ethylnaty (mg/l) 0,32 0,05 0,22
miéénan ethylnaty (mg/l) 223 2,44 1,06
kaprylan ethylnaty (mg/l) 0,20 0,06 0,08
ethyl-hexanol (mg/l) 0,51 0,48 0,26
octan fenyl-ethylnaty (mg/l) 1,54 0,16 0,27
B-fenyl-alkohol (mg/l) 25,5 17,0 8,7
suma alkoholl (mg/l) 175.4 80,6 56,6
suma ester (mg/l) 40,6 10,3 10,6
pomér A/E 4,32 7,85 5,34




10

15

20

25

PS3952CZ

9

Po ukon&eni fermentace byly jednotlivé pokusné varianty rozdéleny na
dva podily, pfic¢emz jeden z nich byl dale hofCen preparatem iso-alfa kyselin na
15 EBU.

V&echny napoje pfipravené s pouzitim kmene kvasinek Saccharomyces
cerevisiae RIBM 164 byly dobfe pfirozené karbonizovany, fiz byl ve vSech
ptipadech stfedni (bodova hodnota 3 ze gkaly 0 aZ 5). Plnost chuti byla u
napoje z ovesného sladu oproti napojim z pSeniéného sladu a smeési
pohankového a je¢ného sladu vysSi. Horkost dohof¢enych variant byla
hodnocena jako slaba, v pfipadé smési pohankového a jeéného sladu jako
stfedni. Senzoricka hofkost nechmelenych variant byla hodnocena jako velmi
slaba s vyjimkou smési pohankového a je¢ného sladu, kde byla hofkost
hodnocena jako vyrazngjdi (2 — slaba). U napoje z ovesného sladu byla v
porovnani s ostatnimi napoji zaznamenana mimé niz8i sladkost a vy$Si
kyselost. Intenzita ovocné/esterové viiné byla u vSech napoji srovnatelna. U
napojll z ovesného sladu a ze smési pohankového a je€ného sladu byla
saznamenana slaba obilna vané/chut. U napoje ze smési pohankoveho a
je&ného sladu byla navic zaznamenana velmi slaba az slaba kovova chut, ktera
pravdépodobné souvisi s polyfenolovymi latkami obsaZenymi v pohance. Ani u
jednoho z napoju nebyla zji§téna viné/chut po DMS (po vafené zeleniné). Je s
podivem, Ze u napoje zovesného sladu s obsahem DMS vysoko nad
senzorickym prahem se viiv této latky senzoricky neprojevil. Moznym

vysvétlenim je maskovani jinymi latkami.

Vysledky senzorického hodnoceni jsou dale uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7
. PsSenice Citrus Oves Pohanka + jeémen
Sledovany
parametr nehc())féen hof&eno nehc())rcen hoféeno neh(z)réen hot&eno
fiz 3 3 3 3 3 3
plnost 2,5 2,5 3 3 2,5 2,5
hofkost 1 3 1 2 2 3
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doznivani
1 2 1 2 1 1
po 20s
trpkost 1 1 1,5 2 2,5 3
sladkost 1 2 0,5 0,5 2 2
kyselost 2 2 2,5 2,5 2 2
ovocnalester | 5 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0
ova
kvasnitna 2 2 2 1,5 1 1
obilna 2 2 2 2
kovova 1 1
celkovy
dojem 3,4 3,9 6,4 5,9 5 55

deskriptory - 0 a2 5, celkovy dojem 1 (nejlepsi) az 9
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PATENTOVE NAROKY

1. Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae RIBM 164, ktery se
vyznaéuje tim, Zze fermentuje glukoézu, sacharbzu, maltozu, rafindzu, ale
nefermentuje galaktozu, laktdzu, trehaldzu a melibidzu, vytvafi elipsoidni a
kulovité buiky s rozméry 6-10 um x 5-8 um, které nevytvafi mycelium a jen
vzacné vytvafi pseudomycelium, a ktery béhem zkvasovani sladin pfipravenych
zrlznych obilnych substratl vytvafi senzoricky aktivni latky, které udeluji

hotovému napoji ovocnou a svéZi chut.
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