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Nizkoalkoholicky ndpoj pFipraveny zkvaSovanim sladiny z pienice kvasinkami kmene Sac-
charomyces cerevisiae CCM 8503

Oblast techniky

Technické feSeni se tyka nizkoalkoholického napoje piipraveného zkvadovanim sladiny z p3enice
odrady Citrus kvasinkami kmene Saccharomyces cerevisiae CCM 8503.

Dosavadni stav techniky

Znamé nizkoalkoholické napoje, jako je napt. pivo, apod. se bé&zné ziskavaji kvaenim obilnych
substratii, obvykle na bazi je¢mene anebo kombinace je¢mene a pSenice, prostiednictvim kvasi-
nek druhidt Saccharomyces cerevisiae a Saccharomyces pastorianus. Tyto népoje se mohou dale
upravovat sycenim oxidem uhli¢itym, pasteraci, ptidavkem cukri a riznych piisad (napf. kyse-
liny citronové, karamelu, pfirodnich aromat, vyluhti bylin, vitamini, mineralnich latek, atd.).

Podstata technického fegeni

Podstatou technického feSeni je nizkoalkoholicky népoj pfipraveny zkvaovanim sladiny z pse-
nice odriidy Citrus kvasinkami kmene Saccharomyces cerevisiae CCM 8503. Tento kmen kvasi-
nek fermentuje glukdzu, sacharézu, maltézu, rafindzu, ale nefermentuje galaktozu, laktozu, tre-
hal6ézu a melibidzu, a béhem zkvagovani sladin pfipravenych z riznych substratd vytvaii senzo-
ricky aktivni latky, které udéluji hotovému népoji ovocnou a své#i chut a to piekvapivé i v pfi-
padé pouZiti netradinich obilovin, jako je napt. oves, pohanka nebo pSenice. Tyto jeho vlastnosti
byly prakticky ovéfeny s vyuzitim laboratornich kvasnych testii dle CZ patentu 303042 (viz
piiklad 2 niZe), jejichz podstatou je zakvadeni mladiny danym kmenem kvasinek a nasledné
kvaSeni mladiny o objemu do 5 litrli v otevieném kénickém valci v prostfedi s fizenou teplotou,
pfi¢emzZ se alespori jednou sleduji poZzadované parametry kvasici mladiny, jako napf. zdanlivy
obsah extraktu, stupeti zdénlivého prokvageni, obsah alkoholu, ristova kiivka kvasinek, sedi-
mentace kvasinek, a/nebo mladého piva ze skupiny obsah extraktu, rychlost zkvaSovani extraktu,
stupefi zdanlivého prokvaseni, obsah alkoholu, obsah vicinalnich diketonti, obsah SO,, obsah
t€kavych latek, obsah dusiku, obsah hoikych latek, obsah redukujicich cukri, pfitomnost vita-
mini skupiny B. Kromé toho byly tyto vlastnosti dale ovéfeny také ¢tvrtprovoznimi pokusnymi
varkami (viz piklad 3 niZe).

Dalsi vyhodou tohoto kmene kvasinek je, Ze dobte sedimentuje a usnadfiuje tak odstranéni bungk
z fermentacniho média a tedy i tzv. downstream procesy pfi zisku finalniho produktu.

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 se izoloval z kefirovych zrn, coZ jsou, jak
je popsano 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 vldknitych hub
v bilkovindch, tucich a cukrech. Pfi izolaci kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM
8503 se naockovalo 0,1 ml homogenatu kefirového zma ve sterilni destilované vodé na Petriho
misku obsahujici sladinovy agar. Pro inhibici riistu konkurenénich bakterii piitomnych v kefiro-
veém zrnu se do tohoto substratu piidalo antibiotikum tetracyklin v koncentraci 50 mg/1. Kultivace
nasledné probihala aerobné v mikrobiologickém inkubdtoru pii teploté 26 °C (nejvhodné&;jsi
teplota je cca 25 aZ 30 °C) po dobu 3 az 5 dni. Po nartistu kultury kvasinek na povrchu agaru se
tato kultura pfenesla sterilizovanou ockovaci kli¢kou na novou Petriho misku se sladinovym
agarem a rozockovala se tzv. kifZovym roztérem, pti kterém se fedi koncentrace kvasinek na
agaru. Tento postup se opakoval do doby, neZ kultura kvasinek narostla do podoby viditeln&
oddelenych kolonii. Nésledna izolace kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 se
pak provedla naotkovanim vybrané kolonie na Petriho misku obsahujici sladinovy agar.

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

Kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 vytvaii elipsoidni a kulovité 'buﬁky S 10Zz-
méry 6 az 10 pm x 5 az 8 pm, které nevytvai mycelium a jen vzacné vytvak pseu{domycelium.
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Vzhled a konzistence kolonii - natér je téstovity, krémovy, svétle hnédy, hladky, leskly, nikdy
neni drsny ani kuleravy. Charakter narlstu v kapalném mediu - v kapalinach tvofi sediment,
mézdra se nikdy nevytvati. Tento kmen dobfe pfeZiva v béznych tekutych substratech (napf. sla-
ding, YPD, apod.), a na pevné ztuZené piidé (napf. sladinovem agaru), takZe je vhodny pro krat-
kodobé i dlouhodobé skladovéni.

Kmen je uloZen ve Sbirce mikroorganizmii Vyzkumného ustavu pivovarského a sladafského, a.s.
— RIBM (Research Institute of Brewing and Malting) pod ¢islem RIBM 164 a v Ceské sbirce
mikroorganismii pod &islem CCM 8503.

Pro v§robu napoji se pak tento kmen kvasinek pouZije s vyhodou zejména ve formé koncentratu.

Ptiklady uskutednéni technického feseni

Ptiklad 1: Piiprava kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 pro praktické pouziti

P¥i pHipravé kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 pro praktické pouZiti — napf.
pro jeho dalsi testovani nebo pro vyrobu alkoholickych a nizkoalkoholickych népoji, napf. piva,
se vychazelo z &isté kultury tohoto kmene ziskané izolaci z kefirového zrna, ktera se aZ do doby
piipravy uchovavala na sladinovém agaru v chladniCce pfi teploté 2 az 4 °C.

Kultura kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 se zaofkovala na Sikmy sladinovy
agar ve zkumavkach uzavienych vatovou zitkou. Z vytvofeného kvasniéného nariistu se potom
sterilng prevedla ofkovaci klitkou &4st biomasy do 10 ml 10% sterilni mladiny, nacez 2 dny pro-
bihala kultivace pti teploté 25 °C. Poté se odlila horni prokvasena vrstva a kvasni¢na sedlina se
prevedla do 50 ml 10% sterilni mladiny, naceZ 3 aZ 4 dny probihala kultivace pfi teploté 20 °C.
Nasledné se tento kmen pommnoZil pfevadénim do vZdy vétsiho objemu v poméru 1:4 za soucas-
ného sni¥ovani teploty. Kvasniéna sedlina se tak nejprve ptevedla do 250 ml 10% sterilni mla-
diny, kde 5 dni probihalo kvaseni pii teploté 15 °C, pote se vytvofeny kvasni¢ny sediment pfe-
vedl do 1000 ml 10% mladiny, kde 7 dni probihala kultivace pfi teploté 8 °C, naleZ se dale pfe-
vedl do 4000 ml stejné mladiny, kde probihala dal3i kultivace za stejnych podminek.

Timto zptisobem izolovany kmen kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 je pfipraven
pfimo pro laboratorni kvasné zkousky nebo pro vyrobu pozadovaného alkoholického nebo nizko-
alkoholického néapoje. V piipadé potfeby se pfedtim jesté promyje vodou (opakovanou sedimen-
taci a promyvanim), aby doslo k odstranéni kultivaéniho média.

Pfiklad 2: Laboratorni kvasné zkousky kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503

Technologické vlastnosti kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 byly ovéfeny
laboratornimi kvasnymi testy dle CZ patentu 303042, jejichZ podstatou je zakvaSeni mladiny
danym kmenem kvasinek a nasledné kvaseni mladiny o objemu do 5 litrd v otevieném koénickém
valei v prostiedi s fzenou teplotou, pfi¢emZ se alespoil jednou sleduji pozadované parametry
kvasici mladiny, jako napf. zdanlivy obsah extraktu, stupefi zdanlivého prokvaSen, obsah alko-
holu, ristova kiivka kvasinek, sedimentace kvasinek, a/nebo mladého piva ze skupiny obsah
extraktu, rychlost zkvaSovani extraktu, stupefi zdanlivého prokvaseni, obsah alkoholu, obsah
vicinalnich diketonti, obsah SO,, obsah t&kavych latek, obsah dusiku, obsah hofkych latek, obsah
redukujicich cukrii, pfitomnost vitamind skupiny B. V daném pfipadé probihaly tyto laboratorni
kvasné zkousky v otevienych sklenénych kénickych kvasnych véleich o objemu 1 1, pfiemZ jako
substrat neslouzila mladina, ale tfi varianty sladiny p¥ipravené z pohanky, ovsa a pSenice Citrus.
Zé&kladni charakteristiky t&chto sladin jsou uvedeny v Tabulce 1.
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Tabulka 1
Meéreny parametr Jedn. Pohanka Oves Psenice Citrus
Extrakt % hmotn. 10,5 8,08 10,8
Barva J- EBC 12,38 7,12 4,91
pH 6,09 5,98 6,19

Laboratorni kvasné zkousky kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 probihaly pfi
teploté 12 °C, po dobu 4 dnit pfiGemz zakvasna davka byla 15 milion&t bunék/ml. Zakladni para-
metry prokvaSenych sladin po provedeni laboratornich testii jsou uvedeny v Tabulce 2.

Tabulka 2

Prokvaseni zd4nlivé ProkvaSeni skuteéné
Specifikace | Extrakt (%)
(% rel.) (% rel.)
Pohanka 8,6 20,5 16,4
Oves 6 27,6 22,2
Psenice Citrus 9,5 14,7 11,8

Vysledky senzorického posouzeni téchto prokvasenych sladin jsou pak uvedeny v Tabulce 3.
Tabulka 3

Specifikace Sladkost Kyselost Plnost Viiné/chut’ C;;;on\;y
Pohanka 1 2 2 sveZi 2
Oves 2 1 2 sladka, ovocna 1
P3enice Citrus 1 1 3 mdla, uzena 3

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

Piklad 3: Pokusné véarky alkoholickych népojii vyrobenych z netradi¢nich obilovin s pouZitim
kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503

V mikrosladovné byly pfipraveny slady z vybranych netradi¢nich obilovin — pohanky (vysoky
obsah polyfenold — rutinu), ovsa, a psenice odridy Citrus (obsahuje v porovnani s jinymi odri-
dami n€kolikanasobné vy$3i mnoZstvi karotenoidit). V pilotni varné s objemem varky 2 hl byly
Setrnym infuznim postupem rmutovéni pfipraveny sladiny ze 100% sladi pSenice Citrus, ovsa
a smési pohankového sladu s je¢nym sladem v poméru 1:1. Sladiny byly povafeny bez chmele
pro vyloudeni zékalotvornych latek. Zakladni charakteristiky takto piipravenych sladin jsou
uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4
Seni Pohanka
Méieny parametr Jedn. PCse nice Oves
itrus + jeémen
Extrakt Yo 10,36 10,15 10,37
hmotn. ’ ’ ’
Extrakt dosaZitelny v 2,67 24 375
hmotn. ’ ’ ’
0
Prokvageni dosazitelné /o 74,2 74,2 63,8
hmotn.
Celkové polyfenoly mg/1 38 58 255
Flavanoidy mg/1 6,03 5,70 57,62
pH 6,13 5,86 5,99
Barva j- EBC 8,04 - 11,85
Aminodusik mg/l 145 171 193
Celkovy dusik mg/1 976 881 1007

Hlavni kvagen{ kmenem kvasinek Saccharomyces cerevisiaee CCM 8503 probihalo pfi teploté
15 °C po dobu 12 dnti ve sladin vyrobené z psenice Citrus, po dobu 13 dnii v ovesné sladin¢
a 14 dnt ve slading vyrobené ze smési pohankového a je¢ného sladu. Poté ve vsech sladinach

probéhlo dokvasovani po dobu 4 tydnd pi teploté 2 °C.

Piiprava kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503 ptitom probihala dle zpisobu

popsaného v Ptikladu 1. Zakvasna davka byla 15 milionti bunék/ml.

Vysledky rozboru hotového napoje jsou pak uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5

Méieny parametr Jedn. lgiet[:_;c: Oves f(?h?nka
je¢men

Zdanlivy extrakt % 4,01 4,34 6,16

Skute¢ny extrakt % 5,21 5,43 6,95

Alkohol % hmotn. 2,54 2,3 1,64

Extrakt pivodni mladiny % 10,18 9,94 10,17

Prokvageni zdanlivé % 60,6 56,4 394

Prokvaseni skute€né % 48,8 45,4 31,7

pH 3,32 3,43 3,52
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Barva j- EBC 7,8 25,9 15,2
Celkové polyfenoly mg/] 43 49 237

Flavanoidy mg/1 33 8,4 37,2
DPPH-ARP % 27 26 53

Vysledky rozboru hotového napoje z hlediska obsahu vybranych senzoricky vyznamnych téka-
vych latek jsou dale uvedeny v Tabulce 6.

Tabulka 6
Méreny parametr PSenice Citrus Oves Pohanka + je¢-
men
acetaldehyd (mg/1) 12,44 1,36 6,48
DMS (ug/l) 114 462 41
mravencan ethylnaty (mg/1) 0,00 0,01 0,00
octan ethylnaty (mg/1) 32,66 7,16 7,63
octan propylnaty (mg/1) 0,12 0,00 0,00
octan isobutylnaty (mg/1) 0,20 0,03 0,06
maselnan ethylnaty (mg/1) 0,09 0,02 0,05
propanol (mg/1) 48,0 16,8 10,0
octan butylnaty (mg/1) 0,02 0,00 0,00
isobutanol (mg/1) 21,8 10,9 7,3
octan isoamylnaty (mg/1) 3,20 0,21 1,10
2a3-methyl-butanol (mg/1) 79,6 35,5 30,3
kapronan ethylnaty (mg/1) 0,32 0,05 0,22
mléénan ethylnaty (mg/1) 2,23 2,44 1,06
kaprylan ethylnaty (mg/1) 0,20 0,06 0,08
ethyl-hexanol (mg/1) 0,51 0,48 0,26
octan fenyl-ethylnaty (mg/1) 1,54 0,16 0,27
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B-fenyl-alkohol (mg/1) 25,5 17,0 8,7
suma alkoholi (mg/1) 175,4 80,6 56,6
suma estera (mg/l) 40,6 10,3 10,6
pomér A/E 4,32 7,85 5,34

Po ukonéeni fermentace byly jednotlivé pokusné varianty rozdéleny na dva podily, pfi¢emZ jeden
z nich byl dale hoféen preparatem iso-alfa kyselin na 15 EBU.

Viechny néapoje piipravené s pouzitim kmene kvasinek Saccharomyces cerevisiae CCM 8503
byly dobfe piirozen& karbonizovany, fiz byl ve viech piipadech stiedni (bodova hodnota 3 ze
Skaly 0 aZ 5). Plnost chuti byla u napoje z ovesného sladu oproti napojim z p3eni¢ného sladu
a smési pohankového a je¢ného sladu vyssi. Hotkost dohoféenych variant byla hodnocena jako
slaba, v piipadé smési pohankového a je¢ného sladu jako sttedni. Senzorickd hotkost nechmele-
nych variant byla hodnocena jako velmi siaba s vyjimkou smési pohankového a jeCného sladu,
kde byla hotkost hodnocena jako vyrazn&jsi (2 — slabd). U napoje z ovesného sladu byla v porov-
nani s ostatnimi napoji zaznamenéna mirné niz¥i sladkost a vyssi kyselost. Intenzita ovoc-
né/esterové viingé byla u viech napoji srovnatelnd. U napoji z ovesného sladu a ze smési
pohankového a jetného sladu byla zaznamenana slaba obilna vin&/chut’. U napoje ze smési po-
hankového a je¢ného sladu byla navic zaznamenéna velmi slaba aZ slaba kovova chut, ktera
pravdpodobné souvisi s polyfenolovymi latkami obsazenymi v pohance. Ani u jednoho z napoji
nebyla zjidténa viné/chut’ po DMS (po vafené zelenin€). Je s podivem, Ze u napoje z ovesného
sladu s obsahem DMS vysoko nad senzorickym prahem se vliv této latky senzoricky neprojevil.
Moznym vysvétlenim je maskovani jinymi latkami.

Vysledky senzorického hodnoceni jsou déle uvedeny v Tabulce 7.

Tabulka 7
Sledovany PSenice Citrus Oves Pohanka + je¢men
parametr nehoféeno | hoiteno | nehoileno | hoiCeno | nehofCeno | hofceno
iz 3 3 3 3 3 3
plnost 2,5 2,5 3 3 2,5 2,5
hotkost 1 3 1 2 2 3
doznivani
00208 1 2 1 2 1 1
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
ovocna/esterova 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0 2,0
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kvasni¢na 2 2 2 1,5 1 1

obilna 2 2 2 2

kovova 1 1
celkovy dojem 34 3,9 6,4 59 5 5,5

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

NAROKY NA OCHRANU

1. Nizkoalkoholicky napoj ptipraveny zkvaiovanim sladiny z pSenice odridy Citrus kvasin-
kami kmene Saccharomyces cerevisiae CCM 8503, v yznacujici se tim, e ma zdan-
livy obsah extraktu 4,01 % hmotn., skuteény obsah extraktu 5,21 % hmotn., obsah alkoholu
2,54 %, zdanlivé prokvaseni 60,6 %, skutecné prokvaSeni 48,8 %, pH 3,32, barvu 7,8 j- EBC,
antiradikdlovy potencial DPPH-ARP 27 % a obsahuje 43 mg/l polyfenold, 3,3 mg/l flavanoida,
pfi¢emZ celkové mnoZstvi alkoholi je 175,4 mg/] a celkové mnozZstvi esterd je 11,94 mg/l.

2. Nizkoalkoholicky napoj podle naroku 1, vyznadujici se tim, Ze je hoilen
preparatem iso-alfa kyselin na 15 EBU.

Konec dokumentu
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