T (11) Cislo dokumentu:
PATENTOVY SPIS 304 725

(13) Druh dokumentu: B6

(21) Cislo prihtasky: 2013-27 (51) Int. CL.:
19 S
Gk (22) Prinliseno 15'0;303 CI2N 1/20 (2006.01)
REPUBLIKA (40) Zvciejncn'o: 5 10.09.20 CI12R 1/225 (2006.01)
(Véstnik ¢. 37/2014)
A23L 2/84 (2006.01)
(47) Udgleno: 30.07.2014
A23L 2/02 (2006.01)
(24) Oznameni o udéleni ve véstniku: 10.09.2014 A23L 1/105 (2006.01)
(Véstnik €. 37/2014) C12G 3/02 (2006.01)

URAD ,
PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(56) Relevantni dokumenty:

€7 300 143 B6:; US 2005095318; US 0980 859 EP 0 978 481 EP 0861 905.

CZ 304725 B6

(73)  Majitel patentu:
Vyzkumny ustav pivovarsky a sladafsky, a.s., Praha
2,CZ

(72) Pavodee:
RNDr. Dagmar Matoulkova, Ph.D., Trutnov 1,CZ
RNDr. Jana Olsovska, Ph.D., Praha 5, CZ
Ing. Martin Slaby, Kralupy nad Vitavou, CczZ
RNDr. Karel Kosat, CSc., Brno, CZ

(74) Zastupce:
Ing. Dobroslav Musil, patentova kancelaft, Ing.
Dobroslav Musil, Cejl 38, 602 00 Brno

(54) Nazev vynalezu:
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RIBM 2-107 a jeho pouZiti p¥i vyrobé
nealkoholickych a nizkoalkoholickych
napoji z ovocnych a/nebo obilnych
substrati

(57) Anotace:
Kmen bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107,
ktery fermentuje glukozu, fruktozu, sacharozu, maltozu,
galaktozu, melezitozu, ratinozu a gluikondt za vzniku
kyseliny mlééné nebo smési kyseliny miééné, kyseliny
octové a etanolu, a nefermentuje sorbozu, manitol.
sorbitol, glycerol a N-acetylglukozamin. Zpusob vyroby
nealkoholickych a nizkoalkoholickych napoji, pfi kterém
se fermentuje ovocny a/nebo obilny substrat, ktery
obsahuje alespoti jeden cukr ze skupiny glukoza,
fruktoza. sacharéza, maltéza, galaktoza, melezitdza,
ratinoza, arabinoza, xyloza, glukondt, pficemz
fermentace probiha kmenem bakterii Lactobacillus
paracasei RIBM 2-107, nebo jeho smési s alesport jednim
jinym kmenem.
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Kmen bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107 a jeho pouziti pfi vyrobé nealkoholic-
kych a nizkoalkoholickych napoji z ovocnych a/nebo obilnych substrati

Oblast techniky

Vynalez se tyka nového kmene bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107.

Vynalez se dale tyka pouziti tohoto kmene bakterii pii vyrobé nealkoholickych a nizkoalkoholic-
kych napojii z ovocnych a/nebo obilnych substratii.

Dosavadni stav techniky

Nealkoholické napoje se v soucasné dobé bézné ziskavaji fedénim ovocnych ¢&i zeleninovych
Stav nebo sirupd pitnou vodou. Mohou se upravovat sycenim oxidem uhli¢itym, pasteraci, pri-
davkem cukri a riznych ptisad (nap. kyseliny citronové, karamelu, ptirodnich aromat, vyluhi
bylin, vitamini, mineralnich latek, atd.).

Alkoholické napoje, jako je napt. pivo a cider, a pfipadné i jejich nizkoalkoholické varianty, se

pak bézné ziskavaji kvasenim ovocnych a/nebo obilnych substratd prostiednictvim kvasinek
druhd Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus a Saccharomyces bayanus.

Podstata vynalezu

Podstatou vynalezu je kmen Lactobacillus paracasei RIBM 2-107, coz je kmen grampozitivni,
fakultativné heterofermentativni mezofiini nesporulujici ty¢inkovité bakterie, ktery je charakte-
risticky tim, ze fermentuje glukozu, fruktozu, sachardzu, maltozu, galaktdzu melezitozu, rafi-
nozu, arabinézu, xylozu a glukonat, aviak nefermentuje sorbézu, manitol, sorbitol, glycerol a N—
acetylglukozamin, a dle pouzitého kultivatniho média a podminek fermentace je schopny produ-
kovat kyselinu mlé&nou nebo smés kyseliny mlécné, kyseliny octové a etanolu.

Tento kmen, ktery se piirozené vyskytuje v kvaSenych potravinach, jogurtech, nezpracovaném
mléku, ve fermentovaném rostlinném materialu a napf. i lidském zazivacim traktu, se izoloval
z kefirovych zm, coz jsou, jak je popsano napt. v praci Witthuhn 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 kvasenti, octovych bakte-
rif, kvasinek a vlaknitych hub v bilkovinach, tucich a cukrech. Pfi izolaci kmene bakterii Lacto-
bacillus paracasei RIBM 2-107 se naockovalo 0,1 ml homogenatu kefirového zrna ve sterilni
destilované vodé na Petriho misku obsahujici MRS (de Man, Rogosa, Sharpe) agar. Pro inhibici
rastu konkurencnich kvasinek a hub pfitomnych v kefirovém zrnu se do tohoto substratu pfidalo
antibiotikum cykloheximid (znamy také jako aktidion) v koncentraci 25 mg/l, a pro inhibici riistu
konkurenénich gramnegativnich bakterii B—fenyletanol v kone¢né koncentraci 0.3 objemovych
%. Kultivace nésledné probihala anaerobné v mikrobiologickém inkubatoru pii teplots 28 °C
(nejvhodnéjsi teplota je cca 26 az 30 °C) po dobu 5 a% 7 dni. Po nartistu kultury bakterii na povr-
chu agaru se tato kultura pfenesla sterilizovanou ockovaci klickou na novou Petriho misku
s MRS agarem a rozockovala se tzv. kiizovym roztérem, pri kterém se fedi koncentrace bakterii
na agaru. Tento postup se opakoval do doby, nez kultura bakterii narostla do podoby viditelng
oddélenych kolonii. Nasledna izolace kmene bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2—-107 se
pak provedla naotkovanim vybrané kolonie na Petriho misku obsahujici MRS agar.

[zolovany kmen byl poté charakterizovan biochemickymi testy a druhové—specifickou PCR.
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V dalsich variantach je mozné pro izolaci tohoto kmene bakterii vyuziti také postup popsany
v publikaci Witthuhn 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, u kter¢ho se
jako izolatni médium pouzije MRS agar obsahujici etanol v koncentraci 30 g/l a antibiotikum
cykloheximid v koncentraci 5 ¢/1. Petriho misky se nasledné anaerobné inkubuji po dobu 5 az
10 dni pfi teploté 30 °C.

Kromé toho je mozné pouzit i postup popsany v praci Simova a kol.: ,,Lactic acid bacteria and
yeasts in kefir grains and kefir made from them®, J. Industrival Microbiol. Biotechnol. 28: 1-6,
2002, kde se pouzije MRS agar a Rogosa agar obsahujici syrovatku, naceZz se naockovane Petriho
misky inkubuji 3 az 7 dni pfi teploté 30 °C (pro izolaci mezofilnich laktobacilt) a 37 °C (pro izo-
laci termofilnich laktobacili), v obou teplotnich rezimech aerobné a anaerobng.

Kmen je ulozen ve Sbirce mikroorganizmi Vyzkumného Gstavu pivovarského a sladaiského, a.s.
— RIBM (Research Institute of Brewing and Malting) pod ¢islem RIBM 2-107.

Tento kmen bakterii ma piekvapivé vyhodné vlastnosti pro vyuziti pii ptipravé nealkoholickych,
a nizkoalkoholickych napojti, nebot’ zkvasuje Siroké spektrum cukrit z riznych zdroji — napf.
ovoce, obilovin, piipadné jejich smési v rizném poméru, apod., a pfitom soucasné vytvari pfi-
hodné mnozstvi kyselin, které snizuji pH napoje na hodnotu 3,40 az 3,75, coz ma pfiznivy vliv na
jeho vyslednou chut’, bez nutnosti jeho dalsi tpravy a bez vzniku nezadoucich vini a pfichuti.
Kromé toho vytvati také malé mnozstvi alkoholu — v zavislosti na pouzitém kultiva¢nim substra-
tu a podminkéch kvaseni cca 0,05 az 1 objemove %.

Kmen bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2—107 dobfe pfeziva v béznych tekutych substra-
tech (napf. MRS, YPD, apod.), a to ve zmrazeném stavu, takze je vhodny pro kratkodobé i dlou-
hodobé skladovani.

Pro vyrobu napoji se pak tento kmen bakterii pouzije s vyhodou zejména ve formé bakterialnich

koncentratu, a to bud’ samostatn& nebo ve smési s jinymi kmeny, s vyhodou pak napt. s kmenem
bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2—108 v libovolném poméru.

Piiklady uskuteénéni vynalezu

Priklad 1: Ptiprava bakterialniho koncentratu

Jako substrat pro pomnoZzeni kmene bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107 se pouZzije
roztok obsahujici alesponi jeden zdroj zkvasitelného cukru (glukézu a/nebo sacharézu) a zdroj
proteinti, vitamind a minerald, kter¢ jsou pro rist mléénych bakterii vyzadovany. Bézné lze
piipravit napf. bujon obsahujici glukozu, bakteriologicky pepton a kvasnicny extrakt. Poté se ten-
to kmen bakterii kultivuje pfi teploté cca 26 az 30 °C, pfi¢emz doba kultivace se stanovi v zavis-
losti na pozadovaném vysledném mnozstvi bakterii, resp. dle pozadavki na zakvaseni napoje.
Pro ukonéeni kultivace je vyhodné, pokud se vytvorena kultura bakterii pro odstranéni kultivac-
niho substratu opakované centrifuguje a promyva sterilni vodou, nebot’ pfitomnost sloZek sub-
stratu v napoji by mohla negativné ovlivnit jeho vysledné organoleptické vlastnosti.

Timto zpiisobem se dle poteby pfipravi koncentrat obsahujici 100 miliont az 10 miliard, ptipad-
né jiny vhodny pocet, zivych bunék kmene bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107, ktery
je mozné bez dalsiho pouzit pfimo pro vyrobu pozadovaného napoje. Pfitom se pro fermentact
substratu pouzije bud’ vyhradné kmen bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2—107 nebo jeho
smés s jinymi kmeny, s vyhodou pak napf. s kmenem bakterii Lactobacillus sp. RIBM 2-108.
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Pfiklad 2: Ptiprava nizkoalkoholického Jable€ného napoje s pouzitim kmene bakterii Lactobacil-
lus paracasei RIBM 2-107

Nizkoalkoholicky jablecny napoj se pfipravil z 20 litri jable¢ného mostu, do kterého se ptidal
zcentrifugovany bakterialni koncentrat kmene bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107
pfipraveny postupem podle piikladu v koncentraci 3 g na | litr moStu. Nésledna fermentace pro-
bihala v sudu z nerezové oceli pri teploté 21 °C po dobu 7 dni. Po této dobé se fermentace pieru-
Sila a vytvofeny napoj se pasterizoval, nadez se méfilo Jeho pH, prokvaseni, obsah alkoholu, kon-
centrace diacetylu, pentandionu, acetaldehydu, kyseliny mlééné, kyseliny jable¢né, kyseliny
citronové a kyseliny octové. Kromé toho se dale provedlo jeho senzorické hodnoceni degustaéni
komisi. Vybrané parametry takto pfipraveného népoje jsou uvedeny v tabulce 1.

Tabulka 1

Méreny parametr Hodnota
Alkohol (% obj.) 0,62
Prokvaseni (%) 7,65
Extrakt (% hm.) 9,43
pH 3,70
Diacetyl (ug/) 128
Pentandion (ug/) 113
Acetaldehyd (mg/l) 7.9
Jableéna kyselina (mg/l) 991,33
Mlécna kyselina (mg/l) 5830,256
Citronova kyselina (mg/l) | 366,161
Octova kyselina (mg/l) 352,529

Napoj nevykazoval zadné senzorické zavady, pouze byla vedle jable&né viing pritomna také slaba
citronova az grepova ving, ktera byla vyhodnocena jako osvézujici a pijemna. Celkovy subjek-
tivni dojem byl nadpriimérny.

Poté se tento napoj stogil do lahvi, z nichz se ¢ast ulozila pfi teploté 4 °C a ¢ast pfi teploté 20 °C,
pfiCemz se sledovala jeho trvanlivost, resp. jeho vzhled a chutové parametry. Napoj byl stabilni
i po 6 mésicich skladovani pii teploté 20 °C, kdy nedoslo ke zméné jeho zbarveni ani jeho senzo-
rickych vlastnosti.

Vzhledem k tomu, Ze takto pfipraveny napoj obsahoval 0,62 objemového % alkoholu, jedna se
dle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi &. 115/2011 Sb. o nizkoalkoholicky napoj.
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Piiklad 3: Priprava nealkoholického hroznového napoje s pouzitim kmene bakterii Lactobacillus
paracasei RIBM 2-107

Napoj se pfipravil stejné jako v piikladu 2, s tim rozdilem, Ze misto jable¢ného mostu se pouzil
hroznovy most smichany v poméru 3:1 s pitnou vodou. Vybrané parametry hotového nipoje jsou
uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2

Méfeny parametr | Hodnota
Alkohol (% obj.) 0,12
Prokvaseni (%) 6,50
Extrakt (% hm.) 8,12
pH 3,75
Diacetyl (pg/t) 92
Pentandion (pg/l) 80

Napoj nevykazoval zadné senzorické zavady, byl vyhodnocen jako osvézujici s pfijemnou ovoc-
nou vini. Celkovy subjektivni dojem byl nadprimérny.

Napoj byl stabilni i po 6 mésicich skladovani pfi teploté 20 °C, kdy nedoslo ke zméné jeho zbar-
veni ani jeho senzorickych vlastnosti.

Vzhledem k tomu, Ze takto pfipraveny napoj obsahoval 0,12 objemového % alkoholu, jedna se
dle vyhlasky Ministerstva zemédélstvi ¢. 115/2011 Sb. o nealkoholicky napoj.

Piiklad 4: Piiprava nealkoholického ovocného napoje se sladovou pfichuti s pouzitim kmene
bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2—107 v kombinaci s kmenem bakterii Lactobacillus sp.
RIBM 2--108

Napoj se piipravil stejné jako v piikladu 2, s tim rozdilem, ze misto jable&ného mostu se pouzila
smés jable¢ného mostu a pivovarské sladiny v poméru 1:1, do které se pfidalo 1,5 g zcentrifugo-
vané kultury bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107 a 1,5 g kultury Lactobacillus sp.
RIBM 2-108 na 1 litr smési. Fermentace, pInéni a sledovani trvanlivosti probihaly za stejnych
podminek, jako v pfedchazejicich pfikladech provedeni. Vybrané parametry hotového ndpoje
jsou uvedeny v tabulce 3.
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Tabulka 3

Méfeny parametr | Hodnota
Alkohol (% obj.) 0,26
Prokvaseni (%) 12,50
Extrakt (% hm.) 7,98
pH 3,28
Diacetyl (ug/l) 173
Pentandion (pg/i) 105

Napoj byl vyhodnocen jako osvézujici, s ptijemnou sladovou prichuti. Celkovy subjektivni
dojem byl nadprimérny.

Napoj byl stabilni i po 6 mésicich skladovani pii teplot€ 20 °C, kdy nedoslo ke zméné jeho zbar-
veni ani jeho senzorickych viastnosti.

Vzhledem k tomu, Ze takto pripraveny napoj obsahoval 0,26 objemového % alkoholu, jedna se
dle vyhlasky Ministerstva zemé&délstvi & 115/2011 Sb. o nealkoholicky napoj.

Dle pozadavkii na prokvaseni napoje a/nebo vysledny objem alkoholu a/nebo dle vlastnosti
a slozeni pouzitého substratu se pouzije cca 1 az § g koncentratu kmene bakterii Lactobacillus
paracasei RIBM 2-107 nebo jeho smési s jinym kmenem na 1 litr substratu.

PATENTOVE NAROKY

L. Kmen bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2-107, ktery fermentuje glukozu, fruktdzu,
sacharozu, maltozu, galaktdzu, melezitézu, rafindzu, arabinozu, xylézu a glukonat za vzniku
kyseliny mlééné nebo smési kyseliny mléené, kyseliny octové a etanolu, a nefermentuje sorbézu,
manitol, sorbitol, glycerol a N—acetylglukozamin.

2. Zpisob vyroby nealkoholickych a nizkoalkoholickych néapojii, pii kterém se fermentuje
ovocny a/nebo obilny substrat, ktery obsahuje alespon jeden cukr ze skupiny glukéza, fruktéza,
sacharéza, maltoza, galaktoza, melezitdza, rafindza, arabinza, xyléza, glukonat, vyznaéu-
jici se tim, Ze fermentace probiha kmenem bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2—-107
podle naroku 1.

3. Zpisob podle naroku 2, vyzna & ujici se tim, Ze fermentace probiha smési alespori
dvou kmenii bakterii, z nichZ jeden je kmen bakterii Lacrobacillus paracasei RIBM 2-107 podle
naroku 1.
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4. Zpisob podle ndroku 3, vyznadujici se tim, ¢ fermentace probiha smési kmene
bakterii Lactobacillus paracasei RIBM 2107 podle naroku | a kmene bakterii Lactobacillus sp.
RIBM 2-108.

Konec dokumentu
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