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1 UvOoD

Vino sa v l'udskej kultire nachadza uz od nepamiti. Tak ako l'udstvo aj ono samé
prechadzalo vyvojom. Od nahodne sfermentovanej hroznovej stavy cez stredoveké pivnice
az po dne$né moderné vinarstvo. Aj napriek tomu, ze prichadza k technickému pokroku
a zavadzaniu novych vyrobnych metod princip zostava stale rovnaky a s problémami,
s ktorymi sa potykali davni vinari sa mnoho krat stretdvaju i ti sucasni aj napriek vsetke;j
vynalozenej snahe a vyuzivaniu modernych poznatkov.

Pocas vyroby vino prechadza mnohymi fazami a je vystavené mnozstvu faktorov,
ktoré mozu ovplyvnit’ kvalitu findlneho produktu - pocinajiic postupmi oSetrenia vinice,
podmienkami zberu, pivni¢nym hospodarstvom, vekom sudov, v ktorych vino dozrieva
anakoniec aj staanim vina a jeho uskladnenim. Pocas celého tohto procesu je vino
sprevadzané odvekymi spoluptnikmi - mikroorganizmami. Tieto mikroorganizmy mdozu
na vino podsobit’ pozitivne a byt Ziaduce ako je to v pripade Sacharomyces cerevisiae ¢i
Oenococcus oeni alebo mnohokrat negativne tak ako neziaduce kvasinky Brettanomyces,
ktorym je cela bakalarska praca venovana.

Cervené vina postihnuté tymito kvasinkami a ich metabolickymi produktmi, su
v naSich kon¢inach povazované za vina svaznou chorobou. Aj napriek tomuto
vSeobecnému nazoru sa ale njdu zakaznici, ktori tieto vina vyhladavaji a dokonca aj
vinarstva takéto vina zamerne vyrabajuce. Castokrat s predavane za vyssie ceny ako 3arze
bez tejto anomalie, nakol'’ko sa jedna o nieco Specialne a beZznym konzumentom nepoznané.
Naskyta sa otazka ¢i tieto vina nad’alej povazovat za druhoradé alebo prezentovat ich
postih ako prednost’ a d’alej snim pracovat. O tomto vSak rozhodne pravdepodobne

koncovy spotrebitel’ svojimi preferenciami.



2 CIEL PRACE

Cielom prace je prestudovat dostupnu literatiru a blizSie priblizit'® problematiku
Brettanomyces bruxellensis a animalnych ténov v technoldgii vyroby vina. Popisat’ pri¢iny,
povodcu aaspekty vplyvajuce na tvorbu prchavych fenolov, sposoby ich detekcie
a pripadnej prevencie. Dalej zmapovat' touto problematikou vo vi¢Sej miere zasiahnuté

svetoveé oblasti a navrhnat’ pripadne rieSenia.



3 LITERARNA CAST

V prvej Casti sa zaoberame teoretickymi vychodiskami, ktoré budu predstavovat

zéklad pre formulovanie vysledkov préace.

3.1 Historia

Kvasinky ludstvo vyuZziva minimdlne od dob neolitu. O tomto fakte svedcia
chemické a mikrobiologické analyzy vykonané na keramike zo starovekej Ciny a oblasti
dnesného Gruzinska a Iranu, kde boli n&poje vyrobené kvasenim zname najmenej 7000
rokov pred nasim letopo¢tom. (ELLSWORTH, 2012)

Prvym, ktory pozoroval jednotlivé kvasinky pomocou na nasu dobu primitivhym
mikroskopom bol Antoni van Leeuwenhoek, o0 c¢om sved¢i jeho sprava Kralovskej
spolo¢nosti v Londyne.

Aj napriek velkej pozornosti venovanej problematike kvasiniek a kvasenia sa o pre
tato pracu zaujimavych Brettanomyces bruxellensis/dekkera dozvedame az v roku 1904
v spojitosti s vyrobou piva v Anglicku, od ¢oho je odvodeny aj nazov Brettanomyces ako
,,British brewing fungus”. V slvislosti svinom sa stymito kvasinkami stretame v roku
1930 vo francuzskych vinarstvach aich vinach. Ako C. Curtin uvadza vo svojom ¢lanku
Brettanomyces bruxellensin aich najbliz§i pribuzny Brettanomyces anomalus boli
vrozmedzi rokov 1964 az 1984 zaradeni do synonymného rodu Dekkera (ako
D.bruxellensis a D.anomala) na zaklade pozorovania, ze niektoré izolovane kultdry
sporuluju. Vdaka tomuto zisteniu sa vedecka obec rozhodla upustit’ od ich d’alSieho
rozliSovania a zacalo sa pouzivat' jednotne pomenovanie Brettanomyces. Prvy pokus
0 uréenie gendomu bol v roku 2007 avsak uspesné sa podarilo identifikovat’ celt sekvenciu
az v roku 2012. (CURTIN a kol., 2015; SCHIFFERDECKER a kol., 2014)



3.2 Povodca

3.2.1 Kvasinky Brettanomyces

Brettanomycetes patria do rise Fungi, triedy Saccharomycetes a radu
Saccharomycetales. Ako  bolo uz  vySSie vpraci  spomenuté  kvasinky
Brettanomyces/Dekkera existuju v dvoch formach ato podla toho akym spésobom sa
rozmnozuji. OznaCenie Dekkera sa pouziva pokial' sa kvasinka rozmnoZuje pohlavne
a sporuluje (telomorfa) zatial' ¢o oznacenie Brettanomyces pouzivame V pripade ked’ sa
kvasinka mnozi nepohlavne, nesporuluje a jedna sa o jej anamorfu. Na rozdiel od piatich
druhov Brettanomyces, pod ozna¢enie Dekkera radime iba dva a to Dekkera bruxellensis
a Dekkera anomalus. (MARTYNIAK a kol., 2016) Nakol'ko je svetovo rozsirenej$i a vo
vinarskom svete zauzivanej$i nazov Brettanomyces a,Brett tony” budeme d’alej v praci
pouzivat’ len tento nazov.

Vegetativna forma Brettanomyces ma ovalny vzhlad mnohostranne puciacich
pseudohyf vacsinou Spicato zakonéenych na jednej strane. Pseudohyfalna Struktra je
vysledkom buneénej reprodukcie a moze byt rozdelena do piatich rozdielnych kategorii.
(MARTYNIAK a kol.,2016)

Obréazok 1: Kvasinka Brettanomyces Bruxellensis (Schifferdecker a kol., 2014)



Brettanomyces nie st narocné na vyzivu a postacuje im aj vel'mi nizka koncentracia
cukrov. Dokazu sa adaptovat’ na tvrdé a obmedzujice podmienky okolitého prostredia, ako
je vysokad koncentracia etanolu, nizka hodnota pH a zlé zdroje dusika. Uprednostiiuja
prijem dusika v amoénnej forme avSak dokdzu vyuZit' aj ionty dusi¢nanov. Vzhladom na
tieto aspekty dokazu prezit’ obdobie etanolovej fermentacie v muste na rozdiel od ostatnych
divokych kvasiniek. Optimalne teplotné podmienky pre rast maji medzi 19°C az 35°C, pri
teplotdch 37°C az 42°C bol zaznamenany variabilny rast a teplota 45°C je ich teplotny
vrchol, pri ktorom uz nedokazu d’alej rast. (SCHIFFERDECKER a kol., 2014)

3.3 Zdroje infekcie

V minulosti bola za hlavny zdroj infekcie povazovand nedostatocnd hygiena
v jednotlivych vinarskych prevadzkach, avSak aj napriek tomu, Ze postupom casu sa kladol
Coraz vicsi doraz na sanitaciu a zvySenie hygienickych Standardov pri spracovani hrozna
tento problém pretrvaval. Zistenie viedlo k tedrii, ze ku kontaminacii musi prichadzat’ este
skor ako v muste. Désledkom toho bol zahajeny rozsiahly vyskum pri¢in a podmienok
infekcie. (RENOUF a kol., 2006). Zdrojov napadnutia moze byt mnoho, preto uvaddzame

najbeznejsie z nich.
Kontaminacia vo vinici

Bez ohl'adu na vyspelost’ dnesnych technoldgii zostava identifikacia a izolacia
vzoriek B. bruxelensis z kerov a bobtl' revy velmi naro¢nou, nakolko na bobuliach je
velka diverzita mikroorganizmov ana ich koncentraciu vplyva mnozstvo vonkajSich
podmienok ako je: neschopnost dominancie, poveternostné podmienky ale aj chemicka
ochrana zo strany vinohradnika. Bolo preukazane, Ze je priama stvislost’ medzi vyskytom
kvasiniek Brettanomyces na hroznach a napadnutim suroviny octovou hnilobou. Z toho
vyplyva, Ze na vyskyt Brettanomyces st nachylnejsie vina vyrobené z poskodenych alebo
inak nezdravych hrozien. (CERNOHORSKA, 2012)



Nedostatocna hygiena vo vinarstve

B. bruxellensis je véac¢sinou izolovana z vina ale je dobre prisp6sobend aj na zivot
mimo neho. Bola kultivovana na vSetkych povrchoch vo vinarstve ako: steny, lisy,
fermenta¢né nadoby, Cerpadla. Tieto povrchy a prostredie su pre B. bruxellensis vhodnymi
miestami pre jej mnozenie Kym v muste prebicha fermentacia av$ak najidealnejsie pri zreni
vina. Na dovazok schopnost’ B. bruxellensis tvorit' biofilm robi dezinfekciu zna¢ne
naro¢nou, ked’Ze biofilm je relativne rezistentny k ¢istiacim a sanitacnym prostriedkom.

(SMITH a DIVOL., 2016)
VyuZivanie pouzitych sudov

Pouzitie dubovych sudov a dreva je vtejto dobe beznou praxou pri kvaseni
a vyzrievani vin vysSej kvality avSak okrem pozitivnych vplyvov na jeho chut’ a voiu,
ktoré vino ziskava z extraktivnych latok obsiahnutych v sudoch sa tento proces spaja aj so
zna¢nym rizikom infekcie. (RUBIO a kol., 2015)

Ako sme sa uz vysSie zmienovali, pre B. bruxellensis je idedlnym obdobim pre
mnozenie azivot obdobie kedy je alkoholova fermenticia ukoncend a konkurenéné
mikroorganizmy potladené vd’aka vysokému obsahu alkoholu anedostatku zivin. Tieto
podmienky dokonale spifiaja prave drevené, zvicsa dubové barrique sudy, v ktorych vino
dozrieva. K najvdcsej kontaminacii B. bruxellensis prichddza pri vyuzivani a kupovani
novych alebo pouzitych sudov z inych vinarstiev, ktoré su kontaminované touto kvasinkou.
Vdaka schopnosti B. bruxellensis utilizacie celulézy ainych substradtov podobného
zloZenia je naro¢né kvasinky z takéhoto sudu odstranit’ akondhle sa v iom raz vyskytnu.

(SMITH a DIVOL. 2016)
Pri préaci so surovinou

Dal$ou z ciest, ktorou sa modze vino infikovat si samotné enologické postupy.
Jednym z nich je aj nakvasanie rmutu, pri ktorom je samotny must v dlh§om kontakte so
Supkami bobuli. Z tohto dévodu su na infekciu ndchylnejsie najma ¢ervené vina, ktoré lezia

na Supkach niekol’ko tyzdnov a v pripadne oranzovych vin mesiace.



V tejto faze vyroby vina prichadza vSeobecne k exponencialnemu rastu mnozstva
mikroorganizmov, medzi ktorymi nie su si schopné B. bruxellensis vydobyt” dominantn(
poziciu na rozdiel od Saccharomyces cervisiae. Dokazu sa vSak na toto prostredie
adaptovat’ a vyckavat na vhodnejsi ¢as pre ich rozvoj. Tymto obdobim je obdobie
malolaktickej fermentécie, pocas ktorého je zna¢ne zniZzeny obsah antimikrobialne
pbsobiaceho volného SO,. V tejto faze taktiez prichddza k rozkladu ostatnych kvasiniek
a vyuzitiu ich tiel baktériami MLF. (RENOUF a kol., 2005; WEDRAL a kol., 2010)

3.4 Tvorba prchavych fenolov

Po mnoho rokov bol vznik etylfenolov povazovany za produkt metabolizmu
mlieCnych baktérii. AvSak nikdy nebolo mozné dokdzat’ spojitost medzi pritomnost'ou
etylfenolov po dokonéeni malolaktickej fermentécie alebo vo vinach skladovanych za
pritomnosti kalov obsahujdcich MLF baktérie. Po izolovani octovych baktérii, mliecnych
bakterii a ostatnych druhov kvasiniek z ¢ervenych vin s fenolickym z&pachom bolo
demonstrované, ze kvasinky Brettanomyces sU jediné mikroorganizmy schopné tvorit
etylfenoly v mnoZstvach az niekol’kych miligramov na liter (RIBEREAU-GAYON a kol.,
2006).

Senzoricky prah pre etylfenoly je velmi nizky. Uz od 350 do 1000ug Ldokéazu
ovplyvnit’ aromatickd kvalitu vin, v lepSom pripade dodavaju vinam korenista a dymovu
aromu. Avsak vo vyssich mnozstvach, sa takéto vina oznacuji ako fenolické, animalne, so
zapachom konského sedla alebo s vonou sedliackeho dvora. Koncentracia prchavych
fenolov je priamo umerna velkosti populacie B. bruxellensis. Hlavnymi aromatickymi
zlozkami stojacimi za tymito vadami st prchave fenoly ako 4-ethylphenol a 4-ethylguaciol.
(BENITO akol., 2009; TCHOBANOV a kol., 2008)

3.4.1 Hydroxyskoricové kyseliny ako prekurzory

Hydroxyskoricové kyseliny su sekundarnymi metabolitmi odvodenymi od
fenylalaninu, Su Siroko rozsirené v rastlinnych druhoch, ktoré sa vyuzivaju ako priama
potrava alebo st pouzivané na vyrobu napojov, najmid ak st pritomne vo vysokych

koncentraciach v ovoci, zelenine, ¢aji, kakau a pre nas zaujimavom vine.
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Vyskytuju sa ako volne karboxylové kyseliny, amidy alebo estery, vytvorené
kondenzéaciou s hydroxylovymi kyselinami, flavanoidmi alebo sacharidmi. Maju 3-6
uhlikat( kostru a patria do jednej z najdélezitejSich skupin fenolovych kyselin, ktoré boli
zistené ako v hroznach tak aj vo vinach.

Najnovsie vyskumy naznacujl, ze pozitivne vplyvaji na zachovanie kvality vin a to
najma pri posilneni a stabilizacii farby a taktiez im je prisudzovana schopnost’ pdsobit’ ako
dobré kopigmenty s antokynami. Tieto hydroxyskoricové kyseliny si kvasinky B.
bruxellensis schopné enzymaticky pretvorit’ na prchavé fenoly, takze st povazované za ich
prekurzory. (CALVENZANI a kol., 2015; ZHANG a kol., 2015)

3.4.2 Hydroxyskoricové kyseliny v hrozne a muste

Hydroxyskoricové kyseliny sa v bobuliach vyskytuju prirodzene. V bobuliach su
bezfarebné avSak pri kontakte so vzduchom prichadza k ich oxidacii, ¢oho nasledkom
zadinaju Zltnit' az hnednut’. Tento jav moéze spdsobovat’ nahnedlé tony v bielych vinach
podliehajucich oxidacii. Zakladné hydroxyskoricové Kkyseliny vyskytujuce sa v muste
a vine su tri, ale na tvorbe prchavych fenolov sa podielaju len dve z nich a to kyselina p-
kumarova, ktoré stoji za tvorbou 4-vinyl a 4-etylfenolou a kyselina ferulova zodpovedna za
vznik 4-vinyl a 4-etylguajacolov (KUMSTA, 2007).

Hydroxyskoricové kyseliny st jedinymi fenolickymi latkami nachadzajucimi sa
Vv duzine bobuli. Z duziny prechadzaju do mustu, kde ma na ich mnozstvo vplyv odroda,

vyzretost’ hrozna, teplota stanoviska.

3.4.3 Vplyv spracovania

Pridavky enzymov, termovinifikacia, mikrooxidacia alebo teplota fermentacie moze
taktiez ovplyviiovat obsah volnych hydroxyskoricovych kyselin vo vine. Na zvySenie
obsahu tychto kyselin vo vine mdze mat’ vplyv tiez malolaktickd fermentéacia a leZzania na

kvasniciach a to vd’aka rozpadu vinnych esterov. (PAVLOUSEK, 2011)
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3.4.4 Transformacia prchavych fenolov

Za pdsobenia enzymov sa zmiefiované vol'ne formy neoxidativnou dekarboxylaciou
menia na vinylfenoly aaz na konci reakcie je enzymaticka redukcia vinylfenolov na
etylfenoly, ktoré dodavaju vinu charakteristickll organoleptickt povahu, pri ktorej mézeme
tvrdit’ Zze je zavisla od aktivity kvasiniek Brettanomyces alebo baktérii. (EDER, 2006;
OELOFSE, 2008; HARRIS, 2011)

3.4.5 Enzymaticka premena

Za pévodom prchavych fenolov stoji posobenie dvoch enzymov na hydroxyskoricové
kyseliny (ferulovd, p-kumarovu pripadne kyselinu kavovul), ktoré s zname ich
antimikrobialnymi vlastnostami. Bolo dokadzané, ze mikroorganizmy stojace za
fermentaciou rastlinnych produktov ako B. bruxellensis, maju enzymy schopne tieto latky

rychlo rozlozit’ na menej toxické zluceniny.

Obrézok 2: Tvorba etylfenolov z ich prekurzorov- hydroxyskoricovych kyselin (Sudrez a kol., 2006)

Hydroxycinamat dekarboxyldza v prvom kroku premeni kyseliny p-kumarovu,
ferulovl a kavova na hydroxystyrény (vinylfenoly) konkrétne 4-vinylfenol, 4-vinylgujacol
a 4-vinylcatechol.
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V druhom kroku prichadza k redukcii tychto vinylfenolov enzymom vinylfenol
reduktdza na neziaduce prchavé etylfenoly: 4-etylfenol, 4-etylguiacol a 4-etylcatechol.
(Obr. 2) (LAFORGUE, R. a A. LONVAUD-FUNEL, 2012)

3.4.6 Ostatné mikroorganizmy tvoriace prchavé fenoly

Enzym uskutocnujuci dekarboxylaciu sa vyskytuje uvelkého mnoZstva
mikroorganizmov ako napriklad Sacharomyces cerevisiae, Pichia spp., Torulaspora spp.
alebo mnohych druhov baktérii mlie¢neho kvasenia, ale naslednd redukciu dokaze
vykonavat' len nieckolko druhov, medzi ktoré patria B. Bruxellensis, B. anomala, P.

guillermondii, C. versatilis, C. halophila a C. mannitofaciens.

Tieto kmene s schopné vytvorit’ znaéné mnozstvo vinylfenolov, av§ak vo vinarstve
sa jednd o opomenutelné mnozstvo. Taktiez odlisné kmene Brettanomyces moézu

produkovat’ rézne mnoZstva prchavych fenolov (SUAREZ a kol., 2007)

3.4.7 DalSie produkty Brettanomyces
Mysina

MysSina nie je tak cCastou ale zato neprijemnou chorobou vina. Ako uZ ndzov
nasvedcuje jedna sa 0 chorobu prejavujicu sa chutou po mysSacich vykaloch alebo dlho
nevetranych priestoroch. Zasahuje najmi do chuti, vo voni ju je citit’ len pri velmi
vysokych koncentracidch. Spbdsobend je heterocyklickymi dusikatymi zluc¢eninami,
konkrétne: 2-acetyltetrahydropyridin (ATHP), 2-etyl-tetrahydropyridin (ETHP) a 2-acetyl-
pyrollin (APY).

Tieto latky sU produkované octovymi a mlie¢nymi baktériami, ale aj kvasinkami
Brettanomyces. Casto chorobu nachadzame vo vinach snizkym obsahom kyselin
a vysokym pH. Dosial’ nie je Uplne preskimané ¢o mySinu spdsobuje, avSak bolo zistené,
ze latky spdsobujuce tito chorobu vznikaju aZz pocas alkoholove; fermentacie

a nenachadzaju sa uz v muste. (ROMANO a kol., 2008; KRAUS a kol., 2010)
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Prchavé mastné kyseliny

Vel'mi vyznamnou skupinou latok produkovanych Brettanomyces st prchavé mastné
kyseliny. Medzi ne patria najma: kyselina isovalérovd, 2-methylbutyrovd a taktiez
isomaselna. Kyselina isovalerova je vel'mi vyrazna a preto ma zna¢ny senzoricky dopad na
vino. Jej aromaticky profil sa oznacuje ako zozltnuty alebo skazeny. Velmi Casto sa
nachddza vo vinach oznaCovanych ako vina s, Brett“ charakterom. Povazuje sa za
zosiliujuci aspekt vnimania neziaducich latok, ako st napriklad prchavé fenoly. (KUPSA a
kol., 2011)

Octové kyselina

Druh Brettanomyces je dobre znamy svojou citlivostou na pristup kyslika a tvorbou
kyseliny octovej. Custer (1940) zistil, ze bunky Brettanomyces v pokojnom $tadiu za
pristupu kyslika fermentovali glukozu omnoho vysSou rychlostou ako pocas jeho absencie.
Jav bol podla svojho objavitel'a neskor pomenovany ako ,,Custerov efekt” aje opakom
Pasteurovho efektu. Tento efekt sa spaja s inhibiciou alkoholovej fermentacie za
anaerobnych podmienok a silnou tendenciou Brettanomyces vyrabat’ z glukozy kyselinu

octovu s paralelnou redukciou NAD".

Z tychto zisteni vyplyva, ze pristup kyslika pozitivne vplyva na mnoZenie a rast
Brettanomyces pocas vyroby vina. Predpokladd sa, Ze anaerébne podmienky pocas
fermentacie dokazu aspon Ciastocne spomalit’ ich rast. (CASTRO-MARTINEZ akol.,
2005)

Biogénne aminy

Mnoho mikroorganizmov vd’aka svojej metabolickej aktivite dokaze tvorit’ biogénne
aminy. Tieto produkty vznikaju dekarboxylaciou aminokyselin, napriklad z histidinu méze
vznikat' histamin. CARUSO a kol. (2002) skdamali tvorbu biogénnych aminov réznymi
druhmi kvasiniek nachadzajucimi sa vo vine vratane B. bruxellensis. Pri tomto vyskume
prisli k zisteniu, ze Brettanomyces sa vyznacuju najvysSou produkciou biogénnych aminov

(v priemere 15mg.I™") medzi vietkymi skamanymi kvasinkami. Medzi produkované aminy
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patrili najmd etanolamin, metylamin, tryptamin, putrescin, kadaverin, histamin, agamatin
a 2-fenyletylamin.

Biogénne aminy spdsobuji problémy hlavne 'udom s neznasanlivost'ou histaminu.
Neziaduce uc¢inky sa prejavuju ako bolest’ hlavy, hnacka, kozné vyrazky, nevolnost’ a ine.

(OELOFSE a kol., 2008)
3.4.8 DalSie vplyvy na kvalitu vina

Brettanomyces taktiez dokadzu hydrolyzovat' anthokyany, destabilizovat’ aglycon,

sposobovat’ zakaly, uvolfiovat’ gluk6zu a metabolizovat’ d’alSie latky znehodnocujice vino.

(RIBEREAU-GAYON, 2006)
3.4.9 Podmienky pre vznik a rozvoj infekcie

Vino aobzvladt suché Cervene vino je na ziviny chudobné rastové médium
s mnohymi limitujacimi faktormi ako pre kvasinky tak aj pre baktérie. Tieto podmienky su
vysledkom kombinacie mnohych faktorov, napriklad: pociatoéné chemické zloZenie
hroznovej §tavy, alkoholické a jabl¢no-mlie¢ne kvasenie a najma intervencie od samotnych
vinarov. Jednd sa konkrétne o nepatrné mnozstva cukru a asimilovatel'nych dusikatych
zluCenin, ktoré si k dispozicii po priméarnej alkoholovej a malolaktickéj fermentacii,
pretoze vacsina z nich bola vyuzité Saccharomyces cerevisiae a Oenococcus oeni. Okrem
toho, teploty vo vinarskych pivniciach maja tendenciu byt’ nizke a pohybujud sa medzi 9 az

20 ° C v priebehu vyroby a skladovania vina.

Aj napriek tomuto B. bruxellensis oplyvaju vel'kou adaptacnou schopnostou aj na
takto nehostinne prostredie. Medzi ich prednosti patri napriklad aj schopnost’ rozkladat
a utilizovat’ pentdzi (arabinosu, rhamnosu, ribosu a xylosu) teda cukry, ktoré zostavaju vo
vine po fermentécii Saccharomyces cerevisiae. Ako zdroje dusika vicSinou vyuzivaju
uvol'nené dusikaté latky z autolyzy tychto kvasiniek. (SMITH a DIVOL. 2016)

B. bruxellensis su do istej miery rezistentné vo¢i SO, nizSiemu obsahu kyslika,
vySSiemu obsahu alkoholu. Bolo zistené, Ze k ich rastu Casto prichddza i pocas zrenia vina

aj napriek vyuzitia beznych enologickych metod prispievajacich k mikrobiélnej stabilite
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vina, ako ¢irenie, stacanie z kalov a ¢asto vyuzivané pridavanie SO,. (COULON a kol.,
2009)

Na rast a vyvoj kvasiniek ma vplyv aj teplota, ktora je pre Brettanomyces optimalna
okolo 18°C. Dalgim zfaktorov, je menej dolezitd hodnota pH a niektoré vyskumy
poukazuji aj na acidotolerantnost’ tychto kvasiniek. (BENITO akol.,, 2009,
SCHIFFERDECKER a kol., 2014) Pozitivny vplyv na rast populécie kvasiniek moze mat’
vyS$$i obsah thiaminu ( vitamin B1) pridany vo forme vyzivy pri vyrobe vina. (STEIDL a
kol., 2002)

Tolerancia vo¢i alkoholu je u jednotlivych kmenov Brettanomyces rozdielna. Aj
napriek tomu mozno povedat’, Ze schopnost’ produkcie prchavych fenolov je signifikantne
vysSia a CastejSia pri obsahu alkoholu pod 15%. Avsak niektoré kmene boli izolované z vin
s vys§im obsahom alkoholu ato konkrétne zo sherry. Ztohto vyplyva, Ze okrem
ojedinelych pripadov je vyssi obsah alkoholu pre kvasinky limitujuci a inhibuje ich Zivotné

pochody. (SUAREZ a kol., 2007, OELOFSE a kol., 2008)

3.5 Senzorickeé prejavy

Pritomnost’ Brettanomyces sa vicsinou spozna podl'a dvoch prchavych fenolov. Ide
0 4-etylfenolu a 4-etylguaiakolu, isovalerovej (3-metylbutyrovej) kyseliny arbéznych
tetrahydropyridinov. V jednom z vyskumov COULTER a kol. (2004) zistili, ze 4-etylfenol
a 4-etylguaiakol (obe spojované s vonami konského sedla, sedliackeho dvoru alebo
lekarenskymi tonmi) boli hlavnymi zlG¢eninami stojacimi za neziaducimi vonami

v Cervenych vinach.

Taktiez zistili, ze koncentracia isovalerovej kyseliny (prejavujucej sa ako syrova,
spotend, zatuchnutd vona) nie je zavisld na koncentricii dvoch vysSie spominanych
zliCenin. Preto sa uvazuje, Ze kyselina isovalerova sa modze podielat na dalSich
senzorickych prejavoch s ostatnymi metabolickymi produktmi Brettanomyces ama
schopnost’ zosiliovat’ ich vnimanie. Stadia navyse dospela k zaveru, Ze miera ,,postihnutia
4-etylfenolmi zavisi na Style a Struktire konkrétneho vina. To znamend, ze koncentracia
a intenzita inych zli¢enin nachadzajtcich sa vo vine dokézu tito vadu maskovat’ ako je to
Vv pripade prchavych vonnych zloZiek z dubového sudu ¢i chipsov, alebo naopak zosiliiovat’
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ak sa vo vine dajme tomu nachadza 4-ctylfenolom subezne s 4-etylguaiakolom. Napriklad
Vv ¢ervenom vine s l'ahkym telom a jemnymi tonmi po dube mdze byt senzoricky prah pre
4-etylfenol uz pri 350pg 1" zato v komplexnom &ervenom vine s plnym telom, ovocnou
chutou aplne vyextrahovanymi dubovou arémou aZ pri 1000pg 1. (DU TOIT akol.,
2005)

Vieobecne sa ale uvadza, Ze senzoricky prah pre 4-etylguajakol je 0,072 mg.I™* a pre
4-etylfenol 0,4 mg.I". (EDER, 2006) Ako uZ bolo povedané, celkovo sa tieto vone a chute
oznacuju ako zivocisne alebo ,,animalne’” a sU oficialne zaradene do Zoznamu odchylok,
chorbb achyb vina v Komisii in$pekcie. Tento zoznam pochadza z Organizaéného
a rokovacieho poriadku Komisie Statnej pol'nohospodarskej a potravinarskej inSpekcie pre

hodnotenie a zatried’ovanie vin zo diia 10.7.2015. (www.szpi.cz, 2015)

Tab. 1: Senzorické prejavy animalnych ténov (STEIDL, 2002; EDER, 2006)

Senzorické prejavy animalnych tonov v ¢ervenom vine

Chut po udenom mise, Spekacikovo zivociSna, tony pripominajuce

lekareni, decht alebo plast

Vona ostro sladkd, po pote, spotenom konskom sedle, kozena, dechtova,

pripominajuca sedliacky dvor, plastova, lekarnicky

3.6 Riesenie problematiky a pripadné ochrana

Animalne tony st beZnym problémom mnohych vinarstiev vyrabajucich ¢ervené vina
a pocas svojej praxe sa s nimi stretne vd¢Sina vinarov. Nakol'’ko dosial’ nebol vynajdeny
uéinny nastroj alebo postup schopny odstranit’ tto chybu z hotoveho vina bez negativneho
efektu na kvalitu vina, je o to dolezitejsie klast’ doraz na prevenciu pocas celej doby vyroby

vina.
3.6.1 Hygiena

Tak ako v kazdom podniku, kde sa pracuje s potravinami alebo napojmi je dokladna
hygiena najdolezitejSim faktorom zabranujucim kontaminacii a znehodnoteniu produktu.

Toto pravidlo plati pri obavach z kontaminacie Brettanomyces dvojndsobné. Na sterilné
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a hygienické podmienky treba dbat’” od zberu hrozna az po flaskovanie hotového vina.
Cistenie a dezinfekcia v3etkého zariadenia stretivajuceho sa s produktom by mala byt

samozrejmost’.
3.6.2 Fyzikélne a mechanické metddy

Tieto metédy sa povazuju za jedny z bezpeénejSich, nakolko pri nich nedochadza
k uvolniovaniu d’alSich chemickych latok do produktu. Samozrejme, kazdy zasah do vina

ma svoje pozitiva a negativa a to plati aj o fyzikalnych a mechanickych metodach.
Filtracia

Ugelom filtracie je odstranit’ pevné &astice a latky sposobujlce zakal nachadzajuce sa
vo vine bez ovplyvnenia jeho kvality. Ich u¢innost’ sa lisi podla typu filtra a vel'kosti porov

pouzitého filtracného materialu.

Brettanomyces vd’aka svojej velkosti dokazu prechédzat’ beznym 0,45 pm filtrami
vyuzivanym na odfiltrovanie kvasiniek a tym padom predstavuji problém u vin zrejdcich
vo flaSiach. Ich Gplné odstranenie je mozné dosiahnut’ sterilnou cross-flow filtraciou
s pormi, ktoré¢ maju velkost’ 0,22 pm. Tento druh filtracie je ale nutné zvazit, nakol’ko sa
pri nej jedna o znaény zasah do vina. (KUMSTA, 2007; EDER a kol., 2006; COULON
a kol., 2010)

Pulzné elektrické pole (PEF)

Metoda je zalozend na sterilizacii vina bez nutnosti jeho zohrievania. Vyuziva
elektrické pole osile 10-50 kV/cm aplikované v pulzoch trvajucich 1-30 ms, medzi
elektrodami obvykle vzdialenymi 3-5 mm. Celkova doba oSetrenia je kratSia ako 1 sekunda
apreto by nemalo prichadzat k zmendm kvality vina. Pri vhodnom pouziti prichadza
K eliminacii az 99,9% mikrofléry, ktora sposobuje znehodnotenie mustu avina ako

napriklad Brettanomyces sp. alebo Laktobacillus sp. (www.agronavigator.cz, 2004)
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Ultrafialové Ziarenie (UV)

Jedna sa o elektromagnetické Ziarenie s vinovou dizkou od 10 nm do 380 nm, ktoré je
kratSie ako viditeI'né svetlo, ale dlhSie ako makkeé rontgenové Ziarenie.

O vyuziti tohto ziarenia sa uvazuje ako o metode, ktora by nemala vo vicsej miere
ovplyviiovat’ senzorické vlastnosti. Je s nim uz niekol’ko rokov experimentované za t¢elom
znizenia koncentracie SO, pocas vyroby vina. (BARON, 2013) Metdda zaznamenala
uspechy voéi celej rade mikroorganizmov, ktoré sa nachadzaju vo vine vratane

Brettanomyces.

3.6.3 Chemické metddy

Tieto metddy st vacSinou financne a technicky menej naro¢né avsak je pri nich

zvySené riziko zmeny charakteru a zdravotnej bezpecnosti vina.

Dimethylkarbonat (DMDC)

Toto potravinové aditivum ma silny antimikrobialny efekt a maximalny inhibi¢ny
uc¢inok glykolytickych enzymov nastva kratko po jeho pridani. Jeho velkou vyhodou je
mala zavislost na pH. Vroku 2007 prebehol vo Franclzsku vyskum zaoberajuci sa
antimikrobialnymi u¢inkami dimethylkarbonatu (DMDC) na vino napadnuté kvasinkami
Brettanomyces bruxellensis v roznych $tadiach vyroby vina. Jednym z vysledkov vyskumu
bolo zistenie, ze DMDC poésobi aj na iné mikroorganizmy ako napriklad Sacharomyces
cerevisiae a Oenococus oeni apreto by sa nemal pouzivat' pred koncom fermentacie,
nakol’ko by mohlo prist’ kK jej neplanovanému spomaleniu az zastaveniu. Preto je jeho
pouzitie vhodnejsie pred flaskovanim vina (RENOUF a kol., 2008; BARON, 2013). Bolo

taktiez zistené, Ze len jedna aplikdcia nestaci a je lepSie ju opakovat’.

Na zéklade podobného vyskumu, ktory prebehol na Ustave vinohradnictva
avinarstva Zahradnickej fakulty Mendelovej univerzity v Brne, bolo zistené, Ze na
potlagenie B. bruxellensis je dostadujiica koncentracia 150 mg.l™ au Sacharomyces
cerevisiae az o 100 mg.I"vyssia. (BARON, 2013)
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Sirenie
Pridavok oxidu siri¢itého ma viacero ucinkov:

o potlacenie oxida¢nych enzymov
o potlacenie neziaducich kvasiniek a baktérii
. vyviazanie vzdusného kyslika

o zvysenie vyluhovatelnosti trieslovin

Cim skor je oxid siri¢ity dodany, tym lepsie je mozné rmut chranit’ pred mikrobidlnou
infekciou, u¢inkami vzduchu a podporit’ rozvoj buketu a Cistoty charakteru. Potlaci sa
mnozenie baktérii a neziaducich kvasiniek citlivych na oxid siri¢ity a tym sa vykona ich
predbezna selekcia. Uginok sirenia sa naplno prejavi najma pri koncentracii 50 mg.I™ Pri
vinach s vy§§im pH sa odporaca vyssSia koncentracia, ale takéto pridavky mozu negativne
ovplyvnit kvalitu vina.

Pri kvasinkach Brettanomyces bruxellensis sa povazuje minimalna koncentracia SO,
0,625 mg.I*, aviak iné zdroje uvéadzajl, Ze obsah oxidu siri¢itého niz§i ako 25 mgl™
z mikrobialneho pohl'adu znamena ,,ziadne SO,“. (STEIDL a RENNER, 2004; EDER
a kol., 2006; RENOUF a kol., 2007)

Vyssie mastné kyseliny

V biochémii sa tymto nazvom oznacuju vysSie monokarboxylové kyseliny. Mastné
kyseliny sa delia podl'a roznych kritérii, napriklad podla dizky retazca alebo nasytenia.
Vyssie mastné kysliny s 16-18 uhlikmi v retazci st potrebné pre aktivaciu kvasenia a su
teda pre mikroorganizmy potrebné, ¢o sa vSak neda povedat o kyselindch, v ktorych

retazcoch sa nachadza len 8 az 10 uhlikov.

Tieto kyseliny vykazuja fungicidny ucinok aje ich mozné vyuZzit' na zastavenie
alkoholovej fermentécie. Jednd sa najmé o kyselinu oktanovla (kaprylovud) a kyselinu
dekanovu (kaprinovu). Pridanie tychto kyselin do kvasiaceho mustu preukazatelne dokaze
zastavit’ rast neziaducich kvasiniek. (CHABEROVA, 2016)
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Cyklohexamid

Cyklohexamid je antibiotikum, ktoré sa pouziva ako pridavok do médii urenych na
selekciu mikroorganizmov. Uskuto¢nili sa viaceré vyskumy zameriavajice sa na uéinok
tejto latky na kmen kvasiniek Brettanomyces. Bezna koncentracia cyklohexamidu pre
inhibiciu sa pohybuje vrozmedzi 10 az 100 mg.l™ . Na zéklade roznych $pekuldcii
tvrdiacich, ze niektoré kmene Dekkera moézu vykazovat vacSiu citlivost bolo
experimentélne zistené, Ze vicsina kvasiniek bola inhibovana pri koncentracii 50 mg.I™ ale
kvasinky Dekkera boli stale pritomné v ur¢itom menSom mnozstve. (MORNEAU a kol.,
2011)

No Brett Inside

Ide o komerény pripravok zalozeny na prirodzenom polysacharide, ktory bol
izolovany z chitinu (z huby Aspergillus Niger). Podla vyrobcu dokaze inaktivovat
Brettanomyces vo vine atym zabranit tvorbe prchavych fenolov ainych produktov
metabolizmu tychto kvasiniek. Toto tvrdenie sa opiera o vedecké Stadie a testy, ktoré
potvrdzuju jeho Gc¢innost’. Pripravok by mal efektivne zabranit’ neziaducej arome a zaroven
byt’ senzoricky neutrdlny. Taktiez by jeho prednost'ou mala byt” ekologickost’, nakol’ko po
zapracovani do pédy ho zac¢inaju rozkladat’ podne organizmy. Neboli dokdzané alergické

éinky a odporudené davkovanie je 4 g.hl™. (www.scottlab.com, 2014)
Esterifikovana celuléza

Vo svete sa uskutoCnilo viacero vyskumov, ktoré zistili Ze jednym z d’alSich
sposobov odstranenia ,,Brett charakteru®, konkrétne 4-etylfenolu a 4-etylgujakolu
z ¢erveného vina, je pouzitie vlakien esterifikovanej celuldzy (acetat celulozy, CAP, CP).
Tato metdda neovplyviuje farbu vina ani obsah proanthokyanidinov alebo katechinov.
(CERNOHORSKA, 2012)

Toxin z Ustilago maydis

Vroku 2010 prebehol pokus, pri ktorom bolo z vinarstiev izolovanych,

identifikovanych a testovanych 39 kmenov kvasiniek patriacich k Sacharomyces cerevisiae
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a B. bruxellensis proti spektru 39 ,,smrtiacich® kvasiniek. Pri tomto teste sa prvykrat
ukézalo, ze Ustilago maydis CYC 1410 je ucinna proti B. Bruxellensis. Zmiesané kultary
vo vinarskych podmienkach maju schopnost inhibovat B. Bruxellensis zatial' ¢o S.
cerevisiae je plne rezistentna voci tejto ,,smrtiacej* aktivite, ¢o naznacuje ze by bolo mozné
vyuzivat tento toxin pri fermentacii vin s cielom potlacit B. Bruxellensis ato bez

vedl'ajsich ucinkov na ziaduce kvasinky. (SANTOS a kol., 2011)

3.7 Metody stanovenia animalnych ténov a kvasiniek Brettanomyces

3.7.1 VBNC stav

Zistenie pritomnosti tejto neziaducej kvasinky je dnes mozné pomocou velkého
mnozstva technik zalozenych na kultivacii. Aj napriek tomuto faktu nie vzdy je tato metodda
uspesna. Stava sa, ze vo vinach, ktoré boli oznacené pomocou tychto metdd za nezdvadné
a bez pritomnosti kvasiniek Brettanomyces sa po nejakom obdobi radovo mesiacov alebo

rokov za¢nu objavovat’ prchavé fenoly, ktoré st nimi produkované.

Tento jav je mozné vysvetlit' schopnost'ou kvasiniek vstapit’ do takzvaného VBNC
(viable but nonculturable) stavu, zivotaschopného ale nekultivovatelného. Podl'a
niektorych $tadii sa uvazuje, Ze tento jav vyvolava pdsobenie oxidu siri¢itého, ktory nati
prejst’ Brettanomyces do tohto stavu. Po odzneni spominaného stresujuceho faktoru su
bunky schopné znovu obnovit' svoju normalnu aktivitu. Bunky st v tomto stave mensie
a k ich rastu uz d’alej nedochadza ani po jeho skonceni. Vo VBNC stave taktiez nad’alej
dokazu produkovat’ 4-etylfenol, avSak v mensom mnozstve a ktvorbe 4-etylgujakolu
nedochadza vobec. (SERPAGGI a kol., 2011)

3.7.2 Spobsoby identifikacie Brettanomyces

Nakol’ko je identifikacia Brettanomyces v prostredi s vyskytom vicSiecho mnozZstva
inych mikroorganizmov pomerne naro¢na, boli vyvinuté roézne postupy a metody ich

identifikacie.
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Kultivacia na Zivnom médiu

VVyhodou tejto metody je jej nizka finan¢nd a Casova narocnost. Zakladd sa na
vyuzivani zivnych médii s réznymi druhmi cukrov a elementarnych zloziek. V pociatku
média pre Kkultivaciu Brettanomyces obsahovali ako zdroj uhlika najmd maltézu
a sacharozu. Neskor, na zaklade novsich stadii bolo zistené, ze je vhodnejsie vyuzivat’ ako
zdroj uhlika trehal6zu a sachar6zu sacasne s roznymi antimikrobidlnymi  aditivami

k potlaceniu rastu neziaducich mikroorganizmov. (OLEOFSE, 2008).

Neskor bolo Rodriguezom akol. (2001) vyvinuté selektivne médium urcené
konkrétne na identifikaciu kvasiniek rodu Brettanomyces, sndzvom Dekkera/
Brettanomyces Differential Medium (DBDM). Okrem kvasinkového dusikatého zakladu
obsahovalo cyklohexamid, plniaci Glohu antimikrobialneho ¢inidla, alkohol, pH indikator
a kyselinu p-kumarovu. Na zéklade tejto prace Couto a kol. (2005) vyvinuli médium
vychadzajuceho z WLN média (Wallerstein Laboratory Nutrient), kKtoré malo potencial byt
vyuzivané V kazdodennej vinarskej praxi. Avsak nevyhodou vicSiny tychto médii je, ze
vdaka pomalému rastu Brettanomyces modze inkubdcia trvat’ az dva tyzdne. Taktiez ich
schopnost’ prechodu do VBNC (viable but nonculturable) stavu, ktory sa vyznacuje tym, Ze
v dosledku pdsobenia SO; sa kvasinky vo vine nad’alej nachadzaju a st zivotaschopné ale
nie su kultivovatel'né, moézu byt vysledky klasickej mikrobidlnej kultivacie faloSne

negativne.
Metdda PCR

Polymerazova ret'azova reakcia (PCR, z angl. polymerase chain reaction) je technika,
ktora umoznuje namnozit’ uréity usek molekuly DNA. PCR je v sucasnosti povazovana za
jednu z najlepsich a najpresnejsich metod na identifikaciu kvasiniek Brettanomyces vo
vine. Nevyhnutna je izolacia DNA, ktora je pre tieto kvasinky Specificka pridanim enzymu

rozruSujucim ich bune¢n stenu a umozni spravne vyizolovanie.

PCR metoda detekcie kvasiniek rodu Brettanomyces prinasa pri spravnom postupe
a vybere primerov vac¢sinou dobry vysledok. NajvhodnejSou metodou amplifikacie DNA je

real-time PCR, vdaka ktorému je mozné pozorovat’ hodnoty narastu kvasiniek priebezne.
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Zé&kladnym predpokladom dobre vykonanej PCR reakcie je vyber sprdvnych primerov. Pre
kvasinky rodu Brettanomyces je navrhnutych niekol’ko moznych primerov, ktoré su
Specifické pre tento rod. Tato vlastnost’ so sebou prinasa vel’ku vyhodu pri detekcii, pretoze
sa ststred’'uje len na konkrétny rod azamena sinym rodom kvasiniek nie je mozna.

Vysledok je z tohto dovodu vel'mi presny. (TESSONNIERE, 2009)

3.7.3 Senzorickéa analyza

Senzorické hodnotenie je subjektivnou metodou a jej kvalita zavisi od viacerych
faktorov pocinajic vekom, skusenostami, fyzickym a psychickym stavom hodnotitel'a

konciac prostredim, teplotou, spdsobom podavania vzoriek atd’.

Jeden z mnohych vyskumov zaoberajucich sa ¢uchovym vnimanim vinnych
odbornikov dokéazal nezanedbatel'né rozdiely v ¢uchovom vnimani kIi¢ovych zlucenin vo
vine vratane etylfenolov. Tento vyskum dokonca dokézal, ze priblizne 1% zo 134
odbornikov podrobenych testovaniu vykazuje hyposmiu na etylfenoly. Tato Specificka
zmyslova porucha zniZzuje schopnost’ detekovat’ aurcit tato chorobu v Sirokom
aromatickom prostredi vina. Vyhodnotenie cuchového vnemu je zaloZené na zisteni,
rozliseni a identifikacii zmyslovych podnetov. Cudsky ¢uch ma obmedzent schopnost’
rozpoznania aztohto dovodu je zlozitejSie vybrat podstatnii informaciu z celkového
suboru vnimanych pachov. Dobrym prikladom je obmedzena schopnost’ odbornikov
i novacikov rozliSovat’ medzi zlozkami zmesi najviac 3 az 4 zliCeniny. Tato nevyhoda
moze byt zmiernena niektorymi fyziologickymi a pozndvacimi faktormi ako napriklad
¢uchovym prispdsobenim. Taktiez trénovani senzoricki hodnotitelia maja vacsinou lepsiu
schopnost’ zaznamenat ,Brett“ charakter vo vine uz pri niz§ich koncentraciach.

(TEMPERE a kol., 2014).

3.7.4 Stanovenie animalnych ténov pomocou GC- MS

Plynova chromatografia (GC) v spojeni shmotnostnou spektrometriou (MS) je
Vv sucasnosti beznou analytickou metddou, ktora kombinuje vysokti separa¢nu schopnost’
kapilarnej plynovej chromatografie s vysoko Specifickou detekciou pre dany analyt

a zaroven umoziuje ziskanie informacie o Struktiire neznamych latok.
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Principialne kazdy hmotnostny spektrometer pracuje v troch v sérii zaradenych
etapach. Prvu z nich je mozné chapat’ ako prevedenie $tudovanej latky do plynného stavu,
druha faza je chapana ako ionizécia vzniknutej plynnej fazy a zavere¢nou etapou je jej
rozdelenie podla hmotnosti iontov. (KACER a SYSLOVA, 1997)

Principom plynovej chromatografie (GC) je oddelovanie chemickych latok na
zéklade ich prchavosti a schopnosti premeny do plynného stavu. Zmes analyzovanej latky
je vstreknuté do plynového chromatografu (GC), kde po vyhriati prichadza k jej odpareniu.
Nasledne tato plynnd zmes prechadza cez GC kolonu, kde je kazda latka separovana na
zéklade jej interakcie. Dal§im bodom takto oddelenych zlGéenin je cesta do hmotnostného
spektrometra. Ugelom tohto pristroju je identifikacia latok na zaklade ich $truktiry a sklada
sa z: ionizatoru, iontového analyzatoru a detektoru. (www2.chemistry.msu.edu)

Déta z tychto pristrojov su v realnom c¢ase prevedené do pocitaca a zaznamenané do
tzv. hmotnostného spektra. Sprdva z GC - MS obsahuje informacie z GC chromatogramu
a taktiez z MS spektra. GC - MS prinasaji na zaklade retenéného Casu informéacie o tom,
kol'ko a akych zluc¢enin (kvalitativne) bolo zistenych vo vzorke a kvantitativne poskytuju
spravu o integralnej ploche pikov, ktoré boli najdené v danej vzorke a predstavuju
mnozstvo kazdej zlu¢eniny obsiahnutej vo vzorke. (CERNOHORSKA, 2012.)

3.8 Problematika animéalnych ténov vo svete

S kvasinkami Brettanomyces a ich metabolickymi produktmi sa potykaju takmer vo
vSetkych vinarskych oblastiach na svete. Bezne sa vyskytuju napriklad v Taliansku,
Francuzsku, Nemecku, Spanielsku, Australii, na Novom Z¢lande ale aj v Ceskej republike
¢i na Slovensku. AvSak touto problematikou sa zaobera a je zasiahnutych omnoho viac

Statov.
3.8.1 Taliansko

V roku 2014 prebehol vyskum na styridsiatich dsmich izolatoch B. bruxellensis
ziskanych z cervenych vin pochadzajucich z juhotalianskeho kraju Apulia, s cielom
zistenia ich genetickej variability a schopnosti tvorit’” prchavé fenoly. Tymto vyskumom
bola zistend pozoruhodna genetickd variabilita a potvrdila dbkazy o vysokej drovni

genotypového a fenotypového polymorfizmu. Taktiez bolo zistené, ze B. bruxellensis
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zozbierané z roznych geografickych oblasti maju rozdielnu schopnost’ tvorby prchavych
fenolov atym padom aj rozdielny potencial na znehodnotenie vina. (DI TORO akol.,
2015)

V roku 2010 bolo osemdesiat sedem talianskych vin pochadzajucich z krajov Liguria
a Piedmont podrobenych vyskumu s cielom zistenia pritomnosti B. bruxellensis. Pomocou
beznych mikrobiologickych identifika¢nych metod bolo zistené, ze v 15% skimanych vin
zoblasti Liguria av8% vin zoblasti Piedmont sa tieto kvasinky nachadzaju.
(CAMPOLONGO a kol., 2010)

3.8.2 Spanielsko

Spanielsko je d’alsou z krajin kde prebehol vyskum ohladne Brettanomyces. V roku
2010 bolo pomocou metédy RT-PCR skimanych osemdesiat Sest’ vin produkovanych
a predavanych v Spanielsku. Tato metoda, bola zaroveli porovnavana s bezne pouZzivanou
mikrobiologickou metédou pocitania na selektivnom médiu. Pétnast’ vzoriek (17,4%) bolo
pozitivnych na pritomnost’ B. bruxelensis pomocou poéitania na médiu po 5-7 diioch
inkubacie a $trnast’ (16,3%) ukazalo pozitivny vysledok pomocou RT-PCR analyzy uz po
siedmych hodinach. Z osemdesiatich Siestich testovanych vin bolo Sestnast’ (18,6%)

pozitivnych aspon na jednu z pouzitych metod. (PUIG a kol. 2011)
3.8.3 Kanada

V roku 2008 boli v Okanagan Valley nachadzajucom sa v Britskej Kolumbii
(Kanada) zistované koncentracie prchavych fenolov (4-etylfenolu a 4-etylguajakolu) v 188
vzorkach vina. Tieto vzorky pochédzali z desiatich komerénych vinarstiev a boli zozbierané
Vv priebehu roku 2006. TaktieZ vSetky zreli v dubovych sudoch. Pre tcely tohto merania
boli pouzité vina vyrobené z odréd Cabernet Sauvignon, Cabernet Franc, Merlot, Syrah
a Pinot noir a ich cuvée. Vsetky namerané hodnoty sa pohybovali ve'mi nizko pod prahom
citlivosti na tieto latky. Jednalo sa konkrétne o hodnoty 56 pg.I™ pre 4-etylfenol a 29 pg.I™
pre 4-etylgujakol. Za pri¢inu takto nizkych nameranych koncentrécii sa povaZzuje precizna
hygiena, kvalitna starostlivost’ o dubové sudy vyuzivanim horucej pary a oxidu siri¢itého

vo vSetkych vinarstvach, z ktorych vzorky pochadzali. (RAYNE a kol., 2008)
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3.8.4 Juhoafrickéa republika

V roku 2008 bola v spolupraci s Institaitom vinarskej biotechnoldgie v Stellenbosch
v Juhoafrickej republike, vdaka zisteniu chybajiceho blizSieho skiimania mikrobioldgie
vina, publikovana dizertatna praca zaoberajica sa rozvojom kvasiniek Brettanomyces
pocas produkcie vina. Tato praca bola stcastou SirSieho vyskumu zaoberajiceho sa
problematikou pri vyrobe Cervenych vin v Juznej Afrike. Cielom vyskumu bolo zvysit
zaujem a povedomie o mikrobiologickych rizikdch a taktiez doraz na prevenciu pred
chorobami vina spbsobené mikroorganizmami skor ako pride k samotnej kontaminacii
a znehodnoteniu  findlneho produktu. Vysledky vyskumu ukézali, ze kvasinky
Brettanomyces sa bezne nachadzaju v tychto vinach anejednd sa o ziaden fenomén.
Jednym z vystupov vyskumu bolo najdenie ¢o najvhodnejSicho média pre izoléciu tychto
kvasiniek. Ako najoptimalnejsie boli oznacené DBM (Dekkera/Brettanomyces Differential
Medium) a WLN Agar médium pre bezné mikrobiologické identifikacie mikroorganizmov.
(OELOFSE, 2008)

3.8.5 Australia

V Australii sa nachadza jeden z najvyznamnejSich a najaktivnejSich institutov
zaoberajuci sa kvasinkami Brettanomyces a problematikou animality vin. Jedna sa o Institat
AWRI ( The Australian Wine Research Institute), ktory uz niekolko desiatok rokov
spolupracuje s australskymi ale aj zahrani¢nymi vinarmi s cielom kontroly a zamedzenia
mozného znehodnotenia vin kvasinkami Brettanomyces. Ich vyskum je zaloZeny na
skumani tejto kvasinky uz na genetickej urovni a jednym zich cielov je na zaklade jej
kompletne zmapovaného genomu objavit gény zodpovedné napriklad za zvySenu
rezistenciu K siri¢itanom a tym padom moznost ucinnejie potlacit’ infekciu spdsobenu
Brettanomyces. Vdaka aplikacii poznatkov ziskanych z vyskumného institatu. Ktoré su
pravidelne vydavané vo forme vedeckych praci alebo ¢lankov je mozné ekonomickejsie
bojovat’ proti rozvoju tychto kvasiniek v jednotlivych vinarstvach. (www.awri.com.au,
2015)

27


http://www.awri.com.au/

4 Komentar

Aj napriek mnozstvu prebiehajucich vyskumov, pokusov a publikovanych prac nie je
téma kvasiniek Brettanomyces a prchavych fenolov stale dostato¢ne preskimana a niektoré
vedecké prace sa vo svojich vysledkoch Uplne nezhoduju. To isté plati aj o odbornej
spolo¢nosti, ktora nema na tuto problematiku rovnaky nazor atam kde niektori vidia
problém, ini ho povazuji za benefit. Aj naprick tomu je vyskyt kvasiniek rodu
Brettanomyces vo vine vicSinou povazovany za neziaduci. V menSej miere nemusia byt
pre vino Uplne negativne a mnoho krat ich metabolické produkty, prchavé fenoly, dodavaju
nezamenitelni a pre autora prace zaujimavu chut, avSak ak st pritomné vo viacSom
mnozstve dochadza vacSinou k znehodnoteniu vin. Vytvéaraji neziaduce pachy, zmenu

chuti a kazia tak organoleptické vlastnosti vina.

Pocas pisania tejto prace autor dospel k zaveru, ze najucinnejSou formou ochrany
a spdsobom zabrénenia kontamindcie je naozaj dokladna a mnohokrat ¢asovo aj finan¢ne
naro¢na sanitacia vSetkych Casti vinarstva, ktoré prichddzaju do styku s vyrabanim vinom.
Specialnu pozornost si vyzaduju zle pristupné plochy ako napriklad: vndtorné Gasti
Cerpadiel ¢i hadic, obzvlast’ drevené sudy, ktoré su ¢asto primarnym zdrojom infekcie
vd’aka ich opakovanému pouzivaniu, tazkému Ccisteniu a naro¢nej starostlivosti moézu
negativne ovplyvnit’ mnoho Sarzi vina.

Taktiez mé autor na zaklade vykonanej literdrnej reSerSe nazor, Ze je tematike
v Ceskej republike ale aj na Slovensku venovana nedostatoéna pozornost’ a osveta.
Mnohokréat nevedia ani samotni vyrobcovia, najmé z radov mensich vinarstiev o spdsoboch
prevencie, pripadne o tomto probléme neradi diskutujd, nakol’ko sa obavajii negativneho
hodnotenia ich vin ostatnou zainteresovanou spolo¢nostou a snazia sa rad$ej o maskovanie
tohto javu miesto jeho odstranenia. Opakom tohto pristupu s vinarstva najma v zahraniéi,
ktoré tento hendikep dokazali vyuzit ako marketingova vyhodu a predaj takto
ozvlastneného vina je jednym z ich finanénych prijmov.

V kazdom pripade, bez ohl'adu na to ¢i odbornéd verejnost’ alebo bezny konzument
tento fenomén povazuje za chybu alebo prednost’, je spracovavana téma vel'mi zaujimava

a urcite sa jej oplati venovat’ d’alsi vyskum.
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5 Zaver

Kym sa vino dostane do rik finalneho zakaznika musi prejst’ dlha cestu pocinajic
zberom hrozna vo vinici, spracovanim vo vindrstve az po samotnu distribiciu. Pocas tejto
cesty sa v iom premiena a vznika mnozstvo latok, medzi ktoré patri aj fenomén, ktorému

bola tato praca venovana.

Témou prace boli kvasinky Brettanomyces bruxelensis v technoldgii vin. Po
prestudovani dostupnej odbornej literatiry sa autor venoval hlavnym bodom spracovavanej
problematiky. V samom U(vode boli kvasinky predstavené v historickom kontexte
a objasnené ich dvojaké taxonomické pomenovanie. Nasledne bol ¢itatel’ oboznameny s ich
morfolégiou a prostredim, v ktorom Zziji a podmienkami pre ich mnozenie a rozvoj. To
stvisi so spésobmi, ktorymi sa mézu dostavat’ do vina a infikovat’ ho.

Dalsim z bodov, ktorym bola venovana pozornost’ st prekurzori prchavych fenolov,
ich vyznam, vyskyt, koncentrcia v hrozndch a vine a nasledna enzymaticka premena na
prchavé fenoly. Taktiez bol vysvetleny chemicky princip tejto premeny a boli pomenované
enzymy zaCastnujuce sa tohto procesu. Okrem samotnych prchavych fenolov sa préaca
venovala aj ostatnym latkam produkovanymi Brettanomyces ako su kyselina octova,
prchavé mastné kyseliny alebo latky, ktoré stoja za chorobami vina ako napriklad mySina.

Bolo vysvetlené, Ze okrem Brettanomyces su schopné aj iné mikroorganizmy
vytvarat’ tieto produkty avSak v omnoho mensich koncentraciach. Jednym z bodov boli aj
samotné senzorické prejavy prchavych fenolov, ich oznacenie ako animalne tony a taktiez
ich zmyslové vnimanie konzumentom.

Velka Cast’ prace sa venovala fyzikalnym, mechanickym a chemickym metodam,
ktoré majii zabranit kontaminacii vina aak uz ku kontaminicii prislo, ako ju co
najSetrnejSie potlait’ v idedlnom pripade odstranit’ bez zna¢ného ovplyvnenia kvality
vysledného vina. Okrem toho sa tento bod zaoberal spdsobmi ako ¢o najpresnejsie zistit
pritomnost’ kvasiniek Brettanomyces bruxelensis atiez metdédam na stanovenie
koncentracie prchavych fenolov v postihnutych vinach.

V zavere¢nej Casti prace bola venovana pozornost’ problematike a vnimaniu tychto

kvasiniek v zahrani¢i, vysledkom ¢oho bolo zistenie, ze v mnohych krajinach a najméa
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Vv Australii je téme venovana zna¢na pozornost’ a hl'adaju sa ¢o najsofistikovanejsie rieSenia

tohto problému.
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6 Suhrn

Témou predkladanej bakalarskej préace je ovplyvnenie vin kvasinkami Brettanomyces
bruxelensis a prchavymi fenolmi, ktoré sd ich metabolickymi produktmi. V prvej kapitole
bol stanoveny hlavnym ciel’ prace a boli uréené sekundarne ciele, ktoré nam pomohli k jeho
naplneniu. V kapitole sucasny stav rieSenej problematiky bol na zédklade dostupnej
domacej anajmid zahrani¢nej literatary vytvoreny teoreticky zaklad prace. V ésmich
podkapitolach je rozobratd histéria a pévod kvasiniek Brettanomyces, zdroje a spésoby
kontaminacie vin tymito kvasinkami a d’alsimi mikroorganizmami, vplyvom prchavych
fenolov, ich prekurzorov a ostatnych sekundarnych metabolitov na senzoricky profil takto
postihnutych vin, spésoby prevencie a nasledného oSetrenia napadnutého produktu ako aj
zmapovanim situacie Vv zahrani¢i. V komentari je predkladany pohlad na rieSent

problematiku o¢ami autora prace.

KPacové slova: kvasinky, Brettanomyeces, vino, prchaveé fenoly, animalita, prevencia,

senzorické prejavy
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7 Resume

The topic of this bachelor thesis is the influence of Brettanomyces bruxelensis yeasts
and volatile phenols, which are their metabolic products, on wines. The first chapter
outlines the main goal of the work and identifies the secondary goals that helped us to
fulfill it. Next chapter deals with the current state of addressed issues based on the available
domestic and especially foreign literature creating the theoretical basis of the work. The
eight subchapters deal with the history and origin of Brettanomyces yeasts, sources and
methods of contamination of wines with these yeasts and other microorganisms, the effects
of volatile phenols, their precursors and other secondary metabolites on the sensory profile
of the affected wines, of prevention and subsequent treatment of the infected product as
well as mapping of the situation abroad. The commentary presents a view of the problem
solved by the author's eyes.

Key words: yeast, Brettanomyces, wine, volatile phenols, animal tones, prevention,

Sensory expressions
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