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Seznam zkratek

AF — alkoholova fermentace

MLF — malolakticka fermentace

CFU — kolonie tvofici jednotky (colony-forming-unit)
MB — mlécné bakterie

BMK — bakterie mlé¢ného kvaseni

3-HPA — 3-hydroxypropionaldehyd

3-HP — kyselina 3-hydroxypropionova

1,3-PDL - 1,3-propandiol

EMP - Embden-Meyerhof-Parnas drahy
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1 Uvod

Mikroorganismy, v souc¢asné dob¢ s velkym zajmem a usilovné studované, jsou sice
pouhym okem neviditelné, ale velmi dulezité v roli ,,vyrobct vina®“., Ovliviuji stabilitu,
charakter a celkovy chutovy projev vin. Velmi dobfe popsanymi a nejvice pouzivanymi
mikroorganismy fermentujicimi mos$t a vino jsou kvasinka rodu Saccharomyces
a bakterie rodu Oenococcus. Pokroky v biotechnologiich rozsSifuji moZnosti vinait
a rozviji nové trendy pii vyrobé vina. Pouzivani mléénych bakterii (MB) je nedilnou
soucasti vyroby vina takika ve vSech vinafstvich. Hlavni tlohou bakterii je pfeména
drsnéjsi kyseliny L-jable¢né na jemnéjsi kyselinu L-mlé¢nou, procesem definovanym
jako malolakticka fermentace (MLF, tzv. jable¢no-mlééné kvaSeni), nebo taktéz

biologické (bakterialni) odbouravani organickych kyselin.

MIécné bakterie maji schopnost ristu ve viné a hroznovém mostu pii nizkém pH
a za pritomnosti etanolu. Jsou dileZitym elementem pozitivné 1 negativné ovlivitujicim
kvalitu bilych, a hlavné ¢ervenych vin. Oenococcus oeni je druhem mlécné bakterie, ktery
se nejlépe prizpusobil prostiedi mosStu a vina. Diky porozuméni fyziologii metabolismu
a genetice mléénych bakterii maji vinaii moznost vybrat vhodny bakterialni kmen. Vinafi
takto ziskavaji kontrolu nad bakterialni aktivitou a zvysuji blahodarné ucinky za soucasné
eliminace Skodlivych vlivi na kvalitu vina. Malolakticka fermentace (MLF) celkové
zvySuje ovocny I maselny projev vina a soucasné snizuje rostlinné nebo travnaté tony.
Intenzivnéjsi ovocny aromaticky projev vina je zpusobovan produkci esterd mléénymi
bakteriemi a maselné aroma je dusledkem tvorby diacetylu z fermentace kyseliny
citronové. Opatfenim pro zamezeni tvorby nezadoucich latek, jako je diacetyl a acetat, je
pouziti citrat-negativninho bakterialniho kmene. Ve srovnani s obvyklou bakterialni
kulturou nezahrnuji tyto bakterie kyselinu citronovou do svého metabolismu, a ta zustava
zachovana jako dulezita slozka struktury kyselin ve vin¢. Béhem malolaktické fermentace
populace mléénych bakterii dosahuje v praméru 10° CFU.mI? (jednotek tvoficich

kolonie).

Nacasovani inokulace bakterii je neustile diskutovany proces, jehoz cilem je
dosazeni co nejvyssi kvality vina. V soucasnosti se vétSinou malolakticka fermentace
provadi az ve viné¢ po alkoholové fermentaci, ale mize byt provedena spole¢né
S kvasinkami do mostu na zacatku alkoholové fermentace, v prubé¢hu nebo ke konci

alkoholové fermentace s vyuZzitim zbytkového tepla. Zalezi vSak na kvalité vstupni
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suroviny a pozadavku na vysledny produkt. Snahou je zakaznikovi nabidnout produkt
nejvyssi kvality, ktery svou nezaménitelnou chuti a aromatem vystihuje charakter oblasti
a dané odridy. Je jen na zkuSenostech sklepmistra, zda proces vyroby vina probchne
zdarn¢ a povede Kk pozadovanému vysledku. Vyrobu kvalitnich vin muze podpoftit

propracovany management kvality.

Tato prace popisuje problematiku spojenou s malolaktickou fermentaci, mozné
zpusoby provedeni a faktory ovliviujici jeji prabéh. Dale popisuje druhy mléénych
bakterii, metabolismus mlécnych bakterii a vliv na celkovy projev vina. Zmifuje
nejcastéj$i choroby a vady spojené s malolaktickou fermentaci a ptsobenim mléénych

bakterii.

Pokusna ¢ast je zaméfena na pozorovani prubéhu malolaktické fermentace. Byly
pouzity dva odliSné bakteridlni kmeny a riizna doba nacasovani inokulace do ¢ervené¢ho
vina. Nasledovné byla sledovdna pfeména kyseliny jable€né na kyselinu mlécnou,

spotfeba kyseliny citronové a vliv MLF na celkovy profil vina.
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2 Cil prace

Ukolem (dle zadani) je prostudovani dostupné literatury s tematikou bakterialniho
odbouravani organickych kyselin a ptehledné literarni zpracovani ziskanych informaci.
Experimentalni ¢ast je zaloZzena na pokusu s ¢ervenym vinem, u kterého prob&hne

malolaktickd fermentace.

Cilem diplomové prace je uskutecnéni odliSnych zptusobtd malolaktické fermentace
v ¢erveném viné S inokulaci citrat-negativnich mléénych bakterii a mlénych bakterii na
zacatku, na konci a po alkoholové fermentaci, prubézné sledovani a analyzovani hodnot
probihajiciho bakterialniho odbouravani kyselin a nasledné prozkoumani vlivu ¢innosti

rozdilnych kmenti mléénych bakterii a kone¢né senzorické vyhodnoceni vlastnosti vina.
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3 Literarni prehled

3.1 Bakterie

Bakterie tvofi samostatnou nadiiSi Procaryotae, zteteln¢ oddélenou od ostatnich
organismu, a délici se na dvé vyvojové soubézné velké vétve Archeabacteria a
Eubacteria. Bakterialni burnka se sklada z membranami dale nedéleného prostoru, v némz
se nachazi jedna jedina obrovskd makromolekula do kruhu kovalentné¢ uzaviené
dvojzavitnice DNA. Cytoplazmy jako velmi koncentrovany vodny roztok mnoha
biomolekul zcela vypliuji vnitini prostor bunky spolu s ribozomy a granulami zasobnich
latek. Cytoplazmatické membrany ohraniCujici tento prostor izoluji vodné wvnitini
prostfedi od vnéjsiho vodného prostiedi bakterialni bunky, kde prichodnost pro ziviny
zabezpeduji specifické transportni proteiny (SILHANKOVA, 2008; KAPRALEK, 1986).
To znamena, Ze na cytoplazmatické membrané dochazi k transformaci energie, coz je

jedna z hlavnich Zivotnich funkci bakterialni buiiky (KAPRALEK, 1986).

Nad cytoplazmatickou membranou se nachazi mechanicky pevna bunééna sténa,
ktera bunce dava tvar a ma funkci skeletu ochranujiciho pied nepiizni vnéjSiho prostiedi.
Lze rozlisit dva typy bakterialni bunétné stény. Buné¢na sténa grampozitivnich bakterii je
slozena z mnoha navzajem propojenych vrstev peptidoglykanu, skrze které pronikaji
linearni fetézce kyseliny teichoové, kotvici sténu k cytoplazmatické membrané. Bunécna
sténa gramnegativnich bakterii je slozit€j$i stavby, tvoiena tenkou vrstvou
peptidoglykanu, a nad touto vrstvou jesté dvojvrstvou fosfolipida s oboustranné vazanymi
bilkovinami, kotvenou k peptidoglykanu molekulami lipoproteinu. U nékterych bakterii
se muze jeSt¢ nad bunécnou sténou nachazet vrstva amorfniho organického polymeru
ruzn¢ho typu, nazyvaného jako slizovd vrstva. Ne u vSech bakterii mizou byt jesté
pfitomny organy pohybu, tzv. bic¢iky, nebo plazmidy ve form& funkéné samostatné,
strukturné uzaviené dvouretézcové molekuly DNA. Bakterie se vyskytuji ve dvou
zakladnich morfologickych typech jako koky o velikosti 0,5-1 um a ty¢inky o délce od
1,5 pm, nejcastéji 3 um a nejdelsi dosahuji az 50 pm. Velky specificky povrch umoZziuje
intenzivni metabolickou ¢innost, tim rychly rGst a mnozeni. VétSina bakterii se
rozmnozuje délenim. Pozadavky bakterii na prostfedi jsou zna¢né rozdilné. Podle
pozadavku na kyslik je Ize rozdélit na obligatné aerobni, vyzadujici k ziskani energie

vzdusny kyslik, dale fakultativné anaerobni, schopné rlst za pfitomnosti i nepfitomnosti
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kysliku, obligatné anaerobni, ziskavajici energii fermentaci, nebo anaerobni, ziskavajici

energii respiraci (kyslik je pro né toxicky). Vyjimku tvofi aerotolerantni bakterie, schopné

mnozeni za ptitomnosti kysliku, mezi které patii i bakteriec mlécného kvaseni

(SILHANKOVA, 2008; KAPRALEK, 1986; VLKOVA, a dalsi, 2009; HUDECOVA, a

dalsi, 2009; BEDNAR, a dalsi, 1996).

3.1.1 Rustova krivka bakterii

Samotna bakteridlni bunika prochdzi tfemi rustovymi stadii: rGstem s tvorbou

makromolekul a bunéénych slozek, vytvorenim septa a konecnym délenim. Profil ristové

kiivky bakterialni kultury zaleZi na fyzikalnich, chemickych a biologickych faktorech

potiebnych k rlstu a rozmnozovani. Genera¢ni doba jednotlivych bakterii se 1i8i. Délku

jednotlivych rstovych etap bakteridlni populace ovliviiuje mnozstvi potiebnych Zivin

obsazenych v médiu. VSeobecné miizeme fici, ze jsou Ctyii hlavni ristova stadia bakterii

(BABIKOVA , 2010; VOTAVA, 2005).

1. Lag faze — bakterie se adaptuji v novém prostiedi, Syntetizuji latky pottebné

K rustu a pfipravuji se k rozmnoZovani.

2. Log (exponencialni) fize — podet bakterii exponencialné stoupa (2"; n = podet

bungk), rychlost mnoZeni je maximalni.

3. Stacionarni faze — bakterie se uz nemnozi, hromadi se metabolity a dochdzi

K vyCerpani zivin.

4. Féze odumirani — bakterie nemaji vyzivu, odumiraji a postupné¢ sedimentuji

(BABIKOVA , 2010)

A Lag Log Stacionarni Faze
faze faze faze odumirani
o
52
el
Pl

Ristova kiivka bunééné kultury

Obrazek 1 Rastova kiivka bunééné
M.Komorniczak , 2011).
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3.2 Bakterie hroznu a vina

Bakterie se vyskytuji na hroznech, listech, v ptidé, mostu, vin¢ a jsou také rozsifené
ve vinafskych provozech a prostorach vinného sklepa. Bakterie, které jsou soucasti
mikroflory hrozmi, mostu a vina, se z technologického hlediska rozdéluji na uzitecné,
které kvalitu vina zlepSuji, protoze pusobenim jejich c¢innosti probiha ve viné
malolakticka fermentace (MLF), a naopak nezadouci bakterie, jejichz vlivem vznikaji ve
vinech nechténé mikrobiologické zmény, kterych se snazi vinafi vyvarovat (FARKAS,
1983). Na hroznech se bakterie vyskytuji v koncentraci vétsi nez 10° CFU.g™" a po&atecni
populace v mostu je velmi nizka. Vzhledem ke kyselym podminkam pH 3,0-3,5 hroznovy
most poskytuje vhodné ptirozené prostiedi pouze nc€kolika mikrobidlnim skupindm

(LAFON-LAFOURCADE, a dalsi, 1983).

Rizikovou skupinou jsou octové bakterie, vyzadujici pro svij rast kyslik a teplotni
optimum mezi 30°C a 35°C, pod 10°C se témét nerozmnozuji. Vyskytuji se na
porusenych bobulich hrozni, kde vytékajici §tdva skyta optimalni podminky pro mnoZeni
téchto bakterii. Octové bakterie jsou gramnegativni. Na hroznech, v mostech a ve vinech
se objevuje jen rod Acetobacter a rod Pseudomonas, ktery je patogenni, vyskytujici se
zejména na hroznech napadenych plisni Botrytis cinerea. Zvlasté citlivymi odradami
k napadeni octovymi bakteriemi jsou mostové odridy Miiller Thurgau, Veltlinské
cervené a Modry Portugal. V mostu z nezdravého, napadené¢ho a poSkozené¢ho materialu
mohou octové bakterie na zacatku alkoholové fermentace zptsobit velkou Skodu. Octové
bakterie jsou citlivé na SO,. Obsah SO, 25 az 75 mg.kg™ rmutu octové bakterie znainé
thumi v ristu (EDER, a dal$i, 2006; MINARIK, a dalsi, 1981).

Bakterie mlé¢ného kvasSeni, vyznamné pii vyrobé vina, jsou grampozitivni koky a
ty¢inky. Ve specifickém prostiedi hroznového mostu a vina pfevazuji kmeny, které jsou
ptizplisobeny nizkému pH a vysokému obsahu alkoholu. Mosty a vina obsahuji striktné
heterofermentativni druhy (napf. Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii, Lactobacillus
brevis ad.) a fakultativné heterofermentativni druhy (napi. Lactobacillus plantarum a
Lactobacillus pentosus). Metabolické ¢innosti zahrnujici odbouravani organickych
kyselin s pozitivnimi u¢inky jsou ptisuzovany druhu Oenococcus oeni. Bakterie
pouzivané pro fizenou MLF patfi do rodu Oenococcus (KONIG, a dalsi, 2009;

PAVLOUSEK, 2010). Homofermentativni bakterie jsou zastoupeny rodem Pediococcus,
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ktery zpracovava glukozu nebo fruktézu na kyselinu L nebo DL-mléénou (FARKAS,
1983).

3.3 Bakterie mlééného kvaseni

Bakterie mlé¢ného kvaseni (BMK) tvoii skupinu grampozitivnich bakterii se
spole¢nymi morfologickymi, metabolickymi a fyziologickymi vlastnostmi. Klasifikace
BMK do rtznych rodu je z velké Casti zalozena na jejich morfologii, zpisobu fermentace
glukézy, ristu pii riznych teplotach, dale na konfiguraci produkce kyseliny mlécné,
schopnosti rastu ve vysokych koncentracich soli a kyselé nebo alkalické toleranci
(SALMINEN, a dalsi, 2004). BMK jsou nesporulujici, katalaza-negativni, kyselino-
tolerantni, fakultativné anaerobni organismy. AZ na nckolik druhli jsou nepatogenni a
pokladané obecné za bezpecné. Rozdéluji se na homofermentativni, pfeménujici asi 95 %
glukézy a jinych sacharidii na kyselinu mlé¢nou, a heterofermentativni, produkujici
kyselinu mlécnou, etanol, kyselinu octovou, glycerol a oxid uhli¢ity (SALMINEN, a
dalsi, 2004; MOZZI, a dalsi, 2010). Nekteré druhy z pyruvatu mohou produkovat pti
nizké koncentraci substratu a za striktné anaerobnich podminek kyselinu octovou, etanol
a kyselinu mraven¢i (KONIG, a dalsi, 2009). Z fruktézy vznika nejéastéji manit, ve ving
je malo vhodny. Rozkladat kyselinu jable¢nou za vzniku kyseliny mlé¢né a souc¢asného
snizeni acidity vina umi téméf vSechny druhy BMK (MINARIK, a dal3i, 1981). Kromg
kyseliny mlé¢né produkuje metabolismus BMK celou fadu sloucenin, napt.: diacetyl, 2-3-
butandiol, acetoin, Siroké spektrum tékavych slou¢enin a bioaktivni peptidy z katabolismu
aminokyselin. Enzymatické reakce (metabolismus) BMK ovliviiuji organoleptické,

reologické a nutri¢ni vlastnosti fermentovaného vyrobku (MOZZI, a dalsi, 2010).

Obecné plati, ze se BMK vyskytuji na stanovistich s bohatym pfisunem vyzivy.
Piikladem takového prostifedi jsou rozkladajici se rostlinné materialy a ovoce, dale
mlécné vyrobky, mosty, vino, maso, ryby, kysané zeli, silaz, rostliny, voda, kanalizace, a
krom toho se vyskytuji v ustech, respiratnim traktu a ve stfevech ¢lovéka a zvitat.
Nekteré druhy jsou aplikovany jako startovaci kultury pro potravinaiskou fermentaci
nebo jsou poZivany jako probiotika. V mostu a viné vzhledem ke kyselému prostiedi (pH
3,0 az 3,5) nalezneme pouze nékolik druhi, které jsou tolerantni ke kyselému prostiedi.
Neposkozené hrozny obsahuji primérné populaci vétsi nez 10° CFU.g™ mikroorganismi,

pficemz hroznovy most poskytuje vhodné pfirodni stanovisté. Mnoho druhi BMK je
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inhibovano koncentraci etanolu nad 4 obj. %. Ve vin¢ ptezivaji tolerantni druhy jako je
Oenococcus oeni, zatimco z rodu Lactobacillus (napt. druh L. hilgardii), Leuconostoc,
Pediococcus nebo Weissella piezivaji pouze nékteré druhy. Bakterie pouzité béhem MLF
mohou také produkovat n¢kolik nezadoucich latek, zptusobujicich pachuté ve viné. BMK
tvofi D (-) nebo L (+) kyselinu mlé¢nou (KONIG, a dalsi, 2009; LAFON-
LAFOURCADE, a dalsi, 1983).

Tabulka 1 Bakterie mlééného kvaseni izolované z mostu a vina (KONIG, a dalsi, 2009).

Rod Druh

Oenococcus O. oeni

Pediococcs P. pentosaceus, P. damnosus (P. cerevisiae), P. parvulus
Lactobacillus L. plantarum, L. brevis, L. cellobiosis, L. buchneri, L. casei, L.

hilgardii, L. trichodes, L. mesenteroides, L. curvatus, L. delbrueckii,
L. diolivorans, L. fermentum, L. fructivorans, L. jensenii, L. kunkeei,
L. mali, L. nagelii, L. paracasei, L. vini

Leuconostoc Lc. mesenteroides

Weissella W. paramesenteroides

Tabulka 2 Klasifikace bakterii mlé¢n¢ho kvaSeni vyskytujicich se v mostu a ving
(KONIG, a dalsi, 2009).

kyselina
Rod Morfologie Fermentace sacharidi mlééna
(izomer)
R Ty? ka’ kqub?C"y’ homo-heterofermentativni, D L DL
buiiky jednotlivé nebo o ., Ly
Y s fakultativné heterofermentativni
v fetézcich
Leuconostoc  Kulovité nebo '
ockovité buiiky v heterofermentativni D
parech nebo fetizcich
Oenococcus  Kulovité nebo '
ockovité buiiky v heterofermentativni D
parech nebo fetizcich
Pediococcus  Kulovité buriky, pary  homofermentativni, DL L
nebo tetrady facultativn& heterofermentativni
Weissella Kulovité ]aunky, Pary  peterofermentativni D, DL
nebo tetrady

a) neomezena koncentrace glukozy a ristovych faktori, omezena koncentrace kysliku.
®) fakultativng heterofermentativni druhy: P. pentosaceus, P. acidilactici, P. claussenii.

Pro zpracovavani a ptfeménu cukrd (hexdz) pouzivaji homofermentativni bakterie

mlécného kvaseni rodu Pediococcus a nekteré druhy Lactobacillus Embden-Meyerhof-
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Parnas drahu (EMP), tim ze zkvasitelnych cukri vznikd pyruvat a ten je nasledné
pfeménén pomoci laktat-dehydrogendzy na  kyselinu mlénou, zatim co
heterofermentativni bakterie mlééného kvaseni rodu (Lactobacillus, Leuconostoc a
Oenococcus) pouzivaji k preméné cukri (hex6z) Pentdézovy cyklus (MOZZI, a dalsi,
2010; FERAIN, a dalsi, 1996).

3.3.1 Rod Lactobacillus

Z taxonomického hlediska rod
Lactobacillus zahrnuje 152 popsanych platnych
druhti. Bakterie rodu Lactobacillus predstavuji
vysoce rozmanitou skupinu grampozitivnich,
fakultativné  anaerobnich a mikroaerofilnich

nepohyblivych  bakterii.  Jsou  vyuzivany

-

 p—

pii vyrobé potravin. Pusobi konzerva¢né, nebo .
zlepSuji chut’, texturu a vyzivové vlastnosti :

potravin, ale muZzou mit i negativni vliv. Obrazek 2 Lactobacillus brevis

(http://bioweb.usu.edu/microscopy/Resea
rch.htm, 2012)

Bakterie rodu Lactobacillus jsou acidotolerantni
nebo acidofilni a maji slozit¢é nutriéni
pozadavky na sacharidy, aminokyseliny, peptidy, estery mastnych kyselin, soli, derivaty
nukleovych kyselin a vitaminy (KLANDER, a dalsi, 1986; CLAESSON, a dalsi, 2007).

Burnky se tvarové 1isi, tvoii kratké nebo dlouhé stihlé, nékdy ohnuté ty¢inky, Casto
i koryneformni koky, spojujici se v jednoduché fetizky obvykle pravidelné sitky a délky
(0,5-1,2 x 1,0-10,0 um™). Rustové rozmezi je mezi teplotami 2 az 53°C, a pH 3 az 8.
Optimalni hodnoty jsou obvykle 30 az 40°C a pH 5,5 az 6,2 (HEPING, a dalsi, 2014).
Tolerance k alkoholu je variabilni. Ve vin¢ byly izolovany heterofermentativni druhy L.
fructivorans, L. brevis a L. hilgardii, které snasely 16 az 20 obj. % etanolu, zato
homofermentativni druh L. plantdrum je tolerantni mén¢, snasi obsah etanolu do 6 obj. %.
Piitomnost SO, nad 40 mg.I" silnd omezuje réist bakterii a 50 az 100 mg.l™
kombinovaného SO, je schopno zcela inhibovat riist bakterii (KONIG, a dalsi, 2009;
RIBEREAU-GAYON, a dal§i, 2006). Produkty metabolismu glukézy bakterii rodu
Lactobacillus, jsou u homofermentativnich druhtt hlavné Kkyselina mlécna
a u heterofermentativnich druhii kyselina mlééna, kyselina octova, etanol a CO, Z

glycerolu a fruktozy tvoti manit. Pisobenim bakterii druhu L. plantdrum a L. brevis mize
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nastat rozklad kyselin vinné na CO,, kyselinu octovou, kyselinu mléénou a kyselinu

jantarovou (FARKAS, 1983; MINARIK, a dalsi, 1981).

3.3.2 Rod Leuconostoc

Rod Leuconostoc obsahuje tfinact uznavanych druhi. Rod Leuconostoc jsou
grampozitivni, heterofermentativni, nepohyblivé, asporogenni, fakultativné anaerobni,
elipsoidni az sférické Casto protahlé bunky uspofadané do part nebo fetizki (HEPING, a
dalsi, 2014; HOLZAPFEL, 1992). Vsechny druhy vyzaduji médium bohaté na ziviny
s komplexnim obsahem rtstovych faktorti a aminokyselin. Optimalni rist je pfi pH 5 — 7
a teploty 20-30 °C, minimalni rast je pro vétSinu 5 °C. Pfi koncentraci nad 10 obj. %
etanolu nerostou. Inkubacni doba pro dosazeni dobrého ristu se pohybuje v rozmezi 24 az
48 hodin. Za mikroaerofilnich podminek pfevadi glukézu na kyselinu D-mlé¢nou, etanol
a CO, za pouziti kombinace hexdzo-monofosfatovych a pentézovych drah.
Za ptitomnosti kysliku misto etanolu produkuji kyselinu octovou. Béhem malolaktické
fermentace degraduji malat na kyselinu L-mlé¢nou a CO, (DELLAGLIO, a dalsi, 1995;
KONIG, a dalii, 2009). Mohou mit vliv na organoleptické vlastnosti vina. Druh izolovany
z hroznového mostu byl Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides a to pii
alkoholové fermentaci (KONIG, a dalsi, 2009).

3.3.3 Rod Oenococcus

Rod Oenococcus byl oddélen od rodu
Leuconostoc a obsahuje pouze dva druhy
Oenococcus oeni a Oenococcus kitahareae.
Rod Oenococcus jsou  grampozitivni,
nepohyblivé, fakultativné anaerobni,
katalaza-negativni, elipsoidni sférické buiky,

vyskytujici se obvykle v parech nebo

fetizcich. Tento rod je heterofermentativni,
zpracovavajici glukézu na kyselinu D- Obrazek 3 Oenococcus oeni

mléénou, CO,, etanol a kyselinu octovou. (http://bioweb.usu.edu/microscopy/Resear
Druh Oenococcus oeni mize provadét ch.htm, 2012)

malolaktickou fermentaci, kterou Ize nalézt rovné€z u rodt Lactobacillus, Leuconostoc

a Pediococcus (KONIG, a dalsi, 2009). Nutri¢ni pozadavky Oenococcus oeni vyzaduji
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komplex aminokyselin jako celek (alanin, arginin, cystein, kyselinu glutamovou, histidin,
leucin, fenylalanin, serin, tryptofan, tyrozin a valin), vitaminy skupiny B, mineraly
(Mgz+, Mny+, K+, Na+), organické kyseliny a cukry. Optimalni teplota ristu pro druh
Oenococcus oeni je od 27 do 30 °C v pritomnosti alkoholu, ale zejména ve viné se
omezuje k hodnotdm od 18 do 23 °C. V praxi se nejcastéji udrzuje teplota vina
pfi malolaktické fermentaci co nejblize 20 °C, protoze teploty 25 °C a vyssi Stupiuji
riziko tvorby tékavych kyselin. Teploty pod 15 °C metabolismus bakterii zpomaluji, ale
nezastavuji. Co se ty¢e alkoholu, rostou bakterie rodu Oenococcus aktivné az do obsahu
13-14 obj. % etanolu, pak se rust zpomaluje, nékteré druhy vSak snaseji az 16 obj. %
etanolu. Hodnota pH 3,8 je optimalni pro nejrychlejsi rist, pficemz pro provedeni
malolaktické fermentace je dobré mit hodnoty v rozmezi pH 3,0-3,3. Pokud se pohybuje
pod pH 3,0, je rist bakterii silng inhibovan (RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006).
Odolnost druhu Oenococcus oeni vadci SO, je variabilni, protoze je schopen rozvijet
toleranci k SO; a ma vzdy ptimou souvislost s hodnotou pH. Koncentrace 10 mg.I*
volného nebo 30 mg.1™" veskerého SO, tlumi riist bakterii a obsah nad 30 mg.1" volného
nebo 50-100 mg.I" celkové SO, rust zcela inhibuje (KONIG, a dalsi, 2009; EDER, a
dalsi, 2006). Oenococcus oeni mize metabolizovat acetaldehyd za vzniku etanolu
a kyseliny octové, produkce diacetylu je relativné na nizké trovni (FUGELSANG, a
dalsi, 2007).

3.3.4 Rod Pediococcus

Rod Pediococcus zahrnuje 11
popsanych platnych druht,
nevykazujicich patogenitu Kk rostlinam
a zvifatim. Bakterie rodu Pediococcus
jsou grampozitivni, katalaza- a oxidaza-
negativni, chemoorganotrofni,

fakultativné  aerobné  mikroaerofilni,

homofermentativni mikroorganismy. ESESITEK 4 : (3 =
Obrazek 4 Pediococcus pentosaceus

Bunky maji kulovity, malokdy vejéity . .
v e y Y VEEY (http://bioweb.usu.edu/microscopy/Researc
tvar o velikosti 0,36 az 1,43 pm™

h.htm, 2012)
Bunééné déleni probihd ve dvou smérech

a jedné roviné za vzniku tetrad, netvoii fetizky a tim se li§i od ostatnich bakterii mlé¢ného
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kvaSeni. Bakterie rodu Pediococcus se vyskytuji v rostlinnych materialech, ovoci

a fermentovanych potravindich a nutricné¢ vyzaduji komplexnost rustovych faktord

a aminokyselin (HEPING, a dalsi, 2014).

Ve viné¢ a moStu se vyskytuji jenom ¢tyfi druhy P. damnosus, P. parvulus, P.
inopinatus, P. pentosaceus. Vsechny druhy izolované z vina rostou jen za pfitomnosti
sacharidl, z kterych vyuzivaji hexdzy, pentdzy, disacharidy, trisacharidy a polymery,
jako je skrob (FUGELSANG, a dalsi, 2007). Rod Pediococcus roste pii raznych
hodnotach pH 4,5-7,0 a snasi teploty az do 45 °C. Druh P. damnosus prosperuje do
teploty 35 °C, snese az 12 % obj. etanolu a jeho vyskyt byl prokazan ve vinech
obsahujicich 50 mg.I"* volného SO, (KONIG, a dalsi, 2009; RIBEREAU-GAYON, a
dalsi, 2006). Glukozu fermentuji pomoci Embden-Meyerhof-Parnasové drahy na kyselinu
L nebo DL-mlé¢nou. Druh P. pentosaceus degraduje glycerol na pyruvat, ten mize byt
metabolizovan bud’ na acetat nebo diacetyl a dale 2,3-butandiol. Pyruvat muze byt
druhem P. damnosus pieveden na acetoin a diacetyl. Obecné plati, ze rod Pediococcus je
ve viné nezadouci z dlsledku tvorby nadmérného mnoZstvi diacetylu, nezadoucich pacht
a biogennich aminu. N¢které druhy jsou schopny degradovat glycerol na akrolein, ktery
reaguje s antokyany a vytvaii hotkou chut (FUGELSANG, a dalsi, 2007). Druh P.
damnosus umi pfeménit cukry na polysacharidy, které zvySuji viskozitu. Tento efekt pak
nazyvame vlackovaténi (EDER, a dalsi, 2006).

3.3.5 Rod Weissela

Rod Weissela byl poprvé navrzen vroce 1993, druhy tohoto rodu byly diive
zatazeny pod rody Lactobacillus a Leuconostoc. V soucasnosti tento rod obsahuje
osmnact popsanych platnych druhd. Rod Weissela jsou grampozitivni, nesporulujici,
heterofermentativni, obvykle nepohyblivé bakterie. Tvoii asporogenni kratké tycinky, na
jednom konci zuzené a zaoblené, nebo jsou vejcité. Rostou samostatné, v parech, nebo
tvoii fetizky. Rod Weissela dobfe roste pfi teploté 15 °C, optimum je 42-45 °C (HEPING,
a dalsi, 2014). Ve vin¢ se vyskytuje pouze druh Weissela Paramesenteroides, ktera
z gluk6zy vytvéii kyselinu D-mléénou (KONIG, a dalsi, 2009).
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3.4 Metabolismus

Enzymatické reakce a metabolismus BMK ovliviuji organoleptické, reologické
a nutriéni vlastnosti potravin a vina. BMK jsou fermentacni, uc¢inné vyuzivaji latky

k vyzivé a metabolizuji je na jiné latky (MOZZI, a dalsi, 2010).
3.4.1 Glukoza

BMK vyuzivaji glukézu za vzniku kyseliny mlééné, a to homo- nebo
heterofermentativni cestou. Homofermentativni bakterie (napi. P. damnosus, P. parvulus,
L. plantarum, ad.) transformuji glukézu na pyruvat Embden-Meyerhof-Parnas drahou
(EMP) a pusobenim laktat-dehydrogenazy z pyruvatu, nasledovné vznika D- nebo L-
kyselina mlé¢na, nebo kombinace DL- kyseliny mlééné. Z jednoho molu glukozy vznikne
asi 1,8 molu kyseliny mlé¢né a energeticky vynos je dva moly ATP na jeden mol
glukozy. Diagnostickym enzymem pfitomnym u mikroorganismi, disponujicich touto
drahou, je aldoldza katalyzujici jeden mol fruktozy-1,6-bifosfatu na dva moly
glyceraldehyd-3-fosfatu (GOTTSHALK, 1986; FUGELSANG, a dalsi, 2007).

Obligatn¢ heterofermentativni (napt. O. oeni, L. brevis, L. hilgardii a L.
fructivorans...) postradaji aldolazy, a proto musi pouzit pentdézofosfatové nebo

Homofermentativni Heterofermentativni Glukéza

Gluks ATP
UKoZa ADP
ATP
ADP Glukdza-6-fosfat
+
Gluksza-6-fosfat NAh?AmH*
Glukonat-6-fosfat
Fruktoza-6-fosfat NAD*
ATP 0024{’ NAD+H*
AP Ribuléza-5-fosfat
Fruktoza-1,6-bifosfat
[ammu Xyluléza-5-fosfat . &
Glyceraldehyd-3-fosfat + . (fosfokstola :JL. < < '
Laktat (2) dihydroxyaceton-fosfat Laktat Glyceraldehyd-3-fosfat Acetyl-fosfat Acetat
k *(2) Pi k NAD" (2)— Pi Pc:\
Pyruvat (2) ) Pyuvar o @) Acetyl-CoA
aTP2) 3 Bifosfoglycerat (2) ATP(2)  1.3-Bifosfoglycerat NAD+H*
ADP(2 ATP(2) ADP(2) ATP CoA i
@ ADP(2) Fosfoeolourns ADP NAD
Fosfoenolpyruvat (2) osfoenolpyruvat Acetaldehyd

3-Fosfi at 3-Fosf at
t. HO(2) oglycerat (2) t’ HO oglyceral NAD-+H*
2-Fosfoglycerat (2) 2-Fosfoglycerat NAD*
Etanol

Obrazek 5 Metabolismus glukézy homo- nebo heterofermentativni cestou bakteriemi
mlécného kvaseni (FUGELSANG, a dalsi, 2007).
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fosfoketolazové drahy. Fosfoketoldza je enzym zodpoveédny za stépeni xyluloza-5-fosfatu
na glyceraldehyd-3-fosfat a acetyl fosfat. Vzhledem k biosyntéze v této draze mohou
nékteré druhy BMK vyuzivat pentdzy nachazejici se ve viné (napi. ribozu, xylozu a
arabindzu). Z jednoho molu glukézy tyto bakterie produkuji jeden mol kyseliny mlé¢né,
CO,, a bud’ kyselinu octovou, nebo etanol. Ve skute¢nosti vSak produkuji z jednoho molu
glukézy 0,8 molu kyseliny mlééné. Energeticky zisk z jednoho molu glukézy pti piremeéné
na kyselinu mlé¢nou je jeden mol ATP a dalsi jeden mol ATP Ize ziskat pfeménou acetyl-
fosfatu na acetat. Ve vinafstvi je dilezité tizeni procesi téchto BMK, kde i za malych
oxidativnich podminek je zvySené riziko produkce tékavych kyselin. Za reduktivnich
podminek se acetyl-fosfat spise pfevadi na etanol nez na acetat (FUGELSANG, a dalsi,
2007; GOTTSHALK, 1986).

3.4.2 Kyselina citronova

Nékteré heterofermentativni
a homofermentativni BMK degraduyji Kyselina citronova
kyselinu citronovou. Mezi druhy Kyselina octova

Oxalacetat

nalezené ve vin¢ patii L. plantarum,

ATP
DP+Pi

co,

NAD+H*
NAD

<
L. CaSEi, O. oeni a L. mesenteroideS, Kyselina octova Acetyl—fosfétQ—Pymvét—\ip Kyselina mlééna

Ty jsou schopny rychle pouzit \FTP
TP co,
kyselinu citronovou. Kmeny rodu a-acetolaktat Acetaldehyd TTP

Pediococcus a druhy L. hilgardii a L. 5
L 3
. . . (=] <
brevis kyselinu citronovou co, £ 2 co,
. . o . Diacetyléiy Acetoin
nedegraduji. Pfi degradaci je nejprve NAD(P)H
kyselina citronovd pomoci enzymu NAD(P)*

2,3-butandiol
lyazy rozdélena na kyselinu octovou Obrazek 6 Metabolismus kyseliny citronové

a oxalacetat, ktery se nasledné (FUGELSANG, a dalsi, 2007).
dekarboxyluje na pyruvat. Pyruvat

podstupuje dal$i dekarboxylaci a kondenzaci s thiaminpyrofosfatem (TPP) za ziskani
»aktivniho acetaldehydu®. Naslednou reakci s jinou molekulou pyruvatu vznika
a-acetolaktat, ktery podle potadi podléha oxidativni dekarboxylaci za vzniku diacetylu.
Diacetyl mtze byt dale transformovan na acetoin, nebo 2,3-butandiol (FUGELSANG, a
dalsi, 2007; RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006).
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3.4.3 Transformace kyseliny jable¢né

Transformace kyseliny jable¢né je jedina reakce u bakterii mlééného kvaseni, ktera
se podili na vyrobé vina. Pfi studiu heterofermentativniho rodu Oenococcus bylo zjisténo,
ze z glukézy tvofi vyhradné kyselinu D-mlécnou a z kyseliny jable¢né kyselinu L-

mléénou. Dekarboxylace kyseliny jable¢né probiha ptimo (FUGELSANG, a dalsi, 2007).

COOH — CHOH — CH2 — COOH — CH3 — CHOH — COOH + CO2
134 g kyseliny L—jableéné — 90 g kyseliny L-mlé¢né + 44 g CO2

MLF aktivita bakterii ve viné zavisi na koncentraci a aktivité specifického proteinu,
ale i na integrité¢ bun€k. Reakce probiha uvnitt bunky v optimalnim prostiedi, chranéna
pfed mnoha inhibitory ve viné. Jakékoliv poSkozeni membrany snizuje Cinnost celé
buiky. Kli¢ovym faktorem je optimalni hodnota pH (MINARIK, a dalsi, 1981;
REYNOLDS, 2010).

N

COOH 8 COOH
OH—(‘D—H A h ¢ oH
H- c‘: H CH,
o

L-kyselina jableCna L-kyselina mle¢na

Obrazek 7 Dekarboxylace kyseliny jablecné (FUGELSANG, a dalsi, 2007).

3.5 Malolakticka fermentace (MLF)

Degradaci kyseliny jable¢né dochazi k jable¢no-mlééné fermentaci, MLF u bilych
a predevsim Cervenych vin. Cilem je sniZzeni obsahu chutové neatraktivni kyseliny L-
jableéné preménou na harmonickou a chutové piijemnéjsi kyselinu mlé€nou. Proces
ptispiva k celkové mikrobidlni stabilité¢ vina snizenim zdroji uhliku k vyzivé bakterii
(PAVLOUSEK, 2010). V zavislosti na mosStové odridé, regionu, nebo zralosti hroznil
MLF dokaze degradovat od 1,5 az do 8 g1 kyseliny L-jable¢né. V praxi MLF vyzaduje
znaénou biomasu Zivotaschopnych bakterii, prevysujici hrani¢ni hodnotou populace 10°
CFU.mI". MLF se vétsinou provadi Fizend po alkoholové fermentaci za inokulace
bakterii druhu Oenococcus oeni. Inokulaci bakterii taktéz lze provést na zacatku spolu

s kvasinkami nebo v prubéhu alkoholové fermentace (AF). Spontanni MLF je z hlediska
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kontroly pribéhu procesu a vyslednych produkti naro¢na a zna¢né rizikova. Je nutné
provadét senzorické hodnoceni, laboratorni rozbory pted, Vv pribéhu i po MLF a pfti
jakémkoli podezieni, ze se MLF ubira Spatnym smérem, ukoncit proces piidavkem SO,.
Vinaf potfebuje mit kontrolu nad vyvojem mikrobidlni biomasy, tak aby se zajistilo upIné
probéhnuti MLF, aby se vyvaroval vyvojovych poruch Oenococcus oeni a spolehlivé
zabranil znehodnoceni vina. Faktory pisobici na zdarny prabéh MLF jsou hodnota pH,
teplota, etanol, obsah SO, a komplexni vyziva pro rust bakterialni populace
(REYNOLDS, 2010). Pro uspésné zahajeni MLF je nutné vytvofit nasledujici podminky:
hodnota nad pH 3,1; teplota aspoii 18 °C, zadny volny SO, maximalné 50 mg.l*
vazaného SO,; zbytkovy cukr pod 20g.I""; vino ponechat v lehce kalném stavu, nebo na
jemnych kvasni¢nych kalech (STEIDL, a dalsi, 2006). MLF pasobi na celkovy
aromaticky profil vina a do zna¢né miry jej probihajicimi reakcemi dokaze podpofit nebo
znehodnotit. Po ukon¢eni MLF se doporucuje vino je$té ponechat na jemnych
kvasni¢nych kalech, které se pravidelné¢ promichdvaji. Kvasni¢ni kaly dokazi ve viné
redukovat obsah diacetylu a maselné tony ve vini (REYNOLDS, 2010; PAVLOUSEK,
2010).

35.1 Vyziva

Po ukonceni alkoholové fermentace mohou ve viné zustat nizké koncentrace hexoz,
mezi néz patii glukoza, fruktdéza a mensi mnozstvi mandzy a galaktozy. Z pent6z jsou
nejbéznéjsi arabinoza, ribdza a xyloza. Dostacujici mnozstvi podporujici rist mléénych
bakterii ve viné (FUGELSANG, a dalsi, 2007). Energie ziskana fermentaci zbytkového
cukru postacuje k zajisténi nezbytného riistu bakterii pro uspésné spusténi a dokonceni
MLEF. K pokryti potieb postatuje méné nez 1 g.I"* glukdzy, protoZe jsou pouZity i jiné
cukry v médiu. Druh Oenococcus oeni je naro¢ny z hlediska kvality zdroje dusiku.
kAminokyseliny podporujici rust Oenococcus oeni jsou arginin, Kyselina glutamova,
histidin, izoleucin, leucin, metionin, fenylalanin, serin, tyrozin a valin. Bylo zjisténo, ze
rastovy vytézek Oenococcus oeni v neptitomnosti leucinu, fenylalaninu nebo kyseliny
glutamové byl mnohem niz8i nez v pfitomnosti téchto aminokyselin. Absenci volnych
aminokyselin Ize ur¢itym zpusobem nahradit specifickymi peptidy. Dal§im dulezitym
prvkem rustu bakterialni kultury jsou vitaminy skupiny B, mineraly (Mg2+, Mn2+, K+,
Na+) a organické kyseliny (RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006; RITT, 2007). Mlé&né

bakterie vyuzivaji predevS§im uvolnéné latky z odumielych bun€k kvasinek. Jemné kaly
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po odstranéni hrubého sedimentu poskytuji dostatek zivin pro rist bakteridlni populace
(EDER, a dalsi, 2006). Autolyzou kvasinek se uvoliuji glukany a mannoproteiny
a upravuje se obsah aminokyselin, peptidi a bilkovin. Mannoproteiny poutaji toxické
mastné kyseliny se stiedné¢ dlouhym fetézcem, nebo enzymatickou hydrolyzou vytvari
ziviny a stimuluji rist bakterii (PAVLOUSEK, 2010). Spatné nutri¢ni podminky
a omezeny obsah aminokyselin md vyznamny inhibi¢ni u¢inek na maximalni rychlost
rastu a produkci biomasy druhu Oenococcus oeni. Pro zlepSeni vyzivovych podminek
u problematickych vin je nutné dodat vyzivu. Vyzivové piipravky jsou vétSinou
kombinaci bunéénych stén kvasinek, kaseint a buniciny. Pti inokulaci bakterii na zacatku
alkoholové fermentace spolu s kvasinkami je potieba uvazovat o piidani komplexni
vyzivy. Oenococcus oeni je za Spatnych nutriénich podminek schopen pouzit
dikarboxylovou kyselinu jako biosynteticky prekursor nezbytné syntézy aminokyselin pro
dosazeni maximalni rychlosti ristu a produkce biomasy (SAGUIR, a dalsi, 2002;
www.lipera.cz, 2015).

3.5.2 Stresové faktory

Hodnota pH mostu a vina se pohybuje velmi nizko, protoZe obsahuje kyseliny,
které jsou bézné kolem pH 3,0 az 3,4. Pokud jsou hodnoty nad pH 3,5, je velké riziko
rozmnozeni nezadoucich bakterii (napt. Pediococcus damnosus) a s tim spojena tvorba
nezadoucich kontaminantti. Idealni pro dobré provedeni MLF je rozmezi pH 3,3-3,4.
Oenococcus oeni je schopen dobrého ristu a ostatni bakterie jsou relativné inhibovany.
Pokud pH dosahuje nizkych hodnot, doporucuje se pti hodnotach pod pH 2,9 provést
chemické odkyseleni k dosazeni potiebnych parametrt (EDER, a dalsi, 2006;
RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006). Z vlastniho priizkumu vétsina vyrobcti komerénich

kment bakterii Oenococcus oeni uvadi minimalni pH 2,9 az do pH 3,3. Pti hodnotach pH

v v

Pokud jsou vSechny ostatni hodnoty dobré, MLF je rychlejsi pfi vySSim pH.
Napiiklad MLF trvala az 160 dni u vina s pH 3,1 a 14 dni u vin spH 3,8
(BOUSBOURAS, a dalsi, 1971).

Obsah SO, mlé¢né bakterie znaéné tlumi. Pti planované MLF je pfidavek SO, v prubéhu
zpracovani hroznii nezadouci. Obsah volného SO, 10 mg.I" nebo celkového SO,

30 mg.I" mlééné bakterie je§té toleruji a prosperuji. V priméru volny SO, 30 mg.I™*
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a celkovy SO, nad 50 mg.I" az na par vyjimek (kmenii Oenococcus oeni) je pro mlé&né
bakterie zcela inhibi¢ni. Nékteré komeréni selektované kmeny Oenococcus oeni snasi az
35 mg.I" volného SO, a celkové SO, az do 70 mg.I" (EDER, a dalsi, 2006;
www.lipera.cz, 2015).

Teplota je nejsnaze kontrolovatelna a udrzitelna hodnota MLF diky regulaci
ohfevem nebo chlazenim. V laboratornich podminkach je ideédlni teplota zivného média
MLF 27-30 °C. Pro dobry zacatek a prubéh MLF ve vin¢ jsou idedlni teploty 20 az 22 °C
vzhledem k chemickému slozeni média, piisobeni etanolu na plazmatickou membranu a
taktéz vlivem teploty na tekutost a aktivitu membran. Nizké teploty zpozd'uji nastup MLF
a v prubé¢hu mize dochazet ke komplikacim. Pokud MLF zacala a je vytvoren dostatek
biomasy, nemaji teploty 18 az 19 °C dale vliv na prabéh MLF a jen ji zpomaluji.
Doporucuje se udrzovat teplotu kolem 20 °C (REYNOLDS, 2010; EDER, a dalsi, 2006).

Etanol — BMK jsou citlivé na etanol. Tolerance se 1isi podle rodu, druhu a kmene.
Heterofermentativni  druhy  Lactobacillus  fructivorans,  Lactobacillus  brevis
a Lactobacillus hilgardii jsou ¢asto izolovany ve vinech S obsahem etanolu 16 az 20
obj. %. Pediococcus damnosus snasi 10 az 12 obj. % etanolu. Oenococcus oeni se
aktivuje pfi 6 az 8 obj. % etanolu a obtizné ristové podminky pro néj nastavaji az nad
hranici 14 obj. % etanolu (RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006). Na zakladé priizkumu
trhu nékteré selektované kmeny bakterii Oenococcus oeni dokazi odolavat i 16 obj. %
etanolu. Proto je dulezité zvazit a zvolit vhodny kmen Oenococcus oeni, ktery provede ve
viné¢ MLF, tak aby dobfe prosperoval, rychle odboural kyselinu jablecnou bez vedlejSich

produktt a zvysil kvalitu vysledného produktu.

Lysozym je enzym s antimikrobidlni aktivitou, vyznacujici se schopnosti
poskozovat bunécné stény bakterii. Pouziva se k rozbiti bakteridlnich bunéénych stén.
Enzym putsobi tak, ze katalyzuje hydrolyzou 1,4-beta vazby mezi kyselinou N-
acetylmuramovou a N-acetyl-D-glukosaminem v peptidoglykanu a mezi N-acetyl-D-
glukosaminem v cyklodextrinu (www.thermofisher.com, 2015). Ve vinafstvi se enzym
pouziva ke kontrole a zamezeni nechténého rozvoje bakterii po AF a zpomaleni nebo
zastaveni MLF. Pridavkem lysozymu dochédzi k odumirani BMK. Na kvasinky a octové
bakterie lysozym nema témét zadny ucinek. U Cervenych vin vlivem lysozymu dochazi
ke ztraté barvy a u bilych vin je problém s nestabilni bilkovinou. Vino je nutné po pouZiti

lysozymu pted lahvovanim filtrovat a stabilizovat bilkovinu (napfiklad pouzitim
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bentonitu). Doporugené davkovani pro bila vina je 0,15 g.1™" a Eervena 0,20 az 0,30 g.1™.
Zakonné povolené maximalni davkovani v EU do vina je 0,5 g.I" a doba paisobeni

ve ving je asi 2545 dni (www.lipera.cz, 2015).

3.5.3 Stresové mechanismy souvisejici s adaptaci Oenococcus oeni

ve viné

Vino je neptiznivé prostfedi pro Oenococcus oeni. Etanol, nizké pH, malo zivin
a pritomnost fenolickych a jinych inhibujicich sloucenin ¢ini rist bunek a pieziti obtizné.
Oenococcus oeni musi spoustét rizné adaptivni stresové mechanismy, protoze zpozdéni
nebo zastaveni MLF ohrozuje kvalitu vina (GARCIA-RUIZ, a dalsi, 2011). Nékolik
téchto mechanismi piispiva k pieziti Oenococcus oeni ve viné. Hlavnimi mechanismy
jsou vyroba protonii prostfednictvim aktivace membranovych vazanych ATPaz, syntéza
stresovych bilkovin a modifikace bunétné membrany. Nizké pH vina zpusobuje
intracelularni okyseleni Oenococcus oeni, které negativné ovliviiuje funkci bunky. Kromé
toho, etanol zvySuje permeabilitu membrany posilenim vnitiniho okyseleni (DESENS, a
dalsi, 1988). Spotfeba kyseliny jable¢né piispiva k pieziti Oenococcus oeni ve viné
generovanim hybné sily protond, kterd vede k produkci ATP. Nicméné, ATPazy samy o
sob& mohou byt inhibovany riznymi stresovymi slou¢eninami, jako je napiiklad SO,. Na
druhé strané, vytlaCovani protonit ven z builky pomaha udrZzovat intracelularni
homeostazy. Dalsi biochemické transformace, jako je napiiklad spotieba kyseliny
citronové, mize také aktivovat ATPazy vazané na membranu. Metabolismus kyseliny
citronové spotfebovava protony a vytvaii membranovy potencial a pH gradient, coz
umoziuje syntézu ATP. Aktivace metabolické drahy kyseliny citronové bylo spojeno s
moznou odpoveédi na stres riznych kment Oenococcus oeni (LOUIBERE , a dalsi, 1992).
Bakterialni buiky vykazuji rovnéz zvySenou syntézu Lol8 (proteinu tepelného Soku,
vyznadujiciho se chaperonového Cinnosti), ktery zamezuje nevratné denaturaci bilkovin.
Bakterie Oenococcus oeni mobilizuje jako odpovéd’ na stres na membranu protein Lo18,
preziti bakterie ve viné a provedeni MLF (MAITRE, a dalsi, 2012). Oenococcus oeni

pouzivé jesté mnoho dalSich stresovych proteintl, které hraji dilezitou roli v reakcich na

stres (RAI, a dalsi, 2015).
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3.5.4 Vzajemné piisobeni (interakce) mezi mikroorganismy MLF

Vzajemné vztahy mezi kvasinkami a bakteriemi v pribéhu alkoholové fermentace
a MLF maji zdsadni vliv na kvalitu kone¢ného produktu. Ve slozitych podminkach mostu
a vina mikroorganismy soupefi o substrat. Kvasinky jsou dobie ptizpisobeny k rdstu
V hroznovém mostu. V prvnich dnech AF se mnohem rychleji zvétsuje populace kvasinek
nez mlécnych bakterii (MB), i kdyZ jsou naockovany soucasné V Zivotaschopnych
populacich. Kvasinky jsou vzdy dominantni nad mlécnymi bakteriemi. Béhem rychlého
rustu na pocatku AF kvasinky cerpaji aminokyseliny, kdy nékteré mohou byt zcela
spotiebovany (napf. Arginin, aj.). Nedostatek aminokyselin v kombinaci s produkci
toxickych metaboliti kvasinkami (etanol, SO3) brani v rtstu bakteridlni populace. Mastné
kyseliny vylucované kvasinkami (k. hexanova, oktanova, dekanova a zejména k.
dodekanova) plisobi negativné na bakteridlni membranu. Pfitomnost téchto kyselin ma za
nasledek vylu€ovani ATP a ztratu schopnosti degradace kyseliny jable¢né bakteriemi.
Mastné kyseliny se stredné dlouhym fetézcem (C6 az Cl12), vyprodukované
metabolismem kvasinek béhem alkoholové fermentace pisobi inhibi¢né na rist
Oenococcus oeni a jejich schopnost rozkladat kyselinu L-jable¢nou. Ve viné jsou pii pH
3,0 pievazné mastné kyseliny v nedisociované¢ formé, které maji vyssi inhibi¢ni u¢inek
(CAPUCHO, a dalii, 1994; RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006). Nedisociovana forma
volnych mastnych kyselin je toxickd pro bunky, protoze je vysoce rozpustna
v membranovych fosfolipidech, a bunky tak muzou proniknout do cytosolu pasivni
difuzi. Carreté, Vidal, Bordons a Constanti (2002) prokazali synergicky inhibi¢ni u¢inek
na rust a ATPazy, kdyz byly buniky Oenococcus oeni vystaveny uc¢inkim mastnych
kyselin (C10 a C12) a etanolu (CARRETE, a dalsi, 2002). V koneé¢né (stacionarni) fazi
alkoholové fermentace kvasinky naopak rust bakterii stimuluji. Glukosidaza a bakterialni
proteazy jsou zodpovédné za hydrolyzu bunééné stény kvasinek a vedou k lyze celé
kvasinkové bunky. Autolytickou cinnosti kvasinkovych bunék se uvoliuji dulezité
komponenty (vitaminy, dusikaté baze, peptidy a aminokyseliny), ptisobici jako rtstové
faktory bakterie. Bakterialni populace roste, inhibuje kvasinky a zpisobuje urychleni faze
smrti kvasinek. Podminky prostiedi, zejména pH a SO, hraji dilezitou roli ve vyvoji
smiSenych kultur kvasinek a bakterii (RIBEREAU-GAYON, a dalsi, 2006).

Interakce mezi bakteriemi probiha stejné jako u ostatnich mikroorganismu, které

mohou syntetizovat a produkovat latky s antimikrobialni aktivitou. U bakterii mohou byt

31



vvvvvv

tyto latky jednoduché (peroxid vodiku, organické kyseliny, ...), nebo slozit&jsi
bakteriociny (proteiny s baktericidni aktivitou). Kazdy bakterialni kmen tvofi specificky
bakteriocin s uzkym polem ptisobeni. Druh Lactobacillus brevis produkuje brevicin, maly
termostabilni protein s velkym rozsahem ucinku, inhibujici kmeny druhti Oenococcus
oeni, Pediococcus damnosus a taktéz Lactobacillus brevis. Brevicin pisobi v Sirokém
rozmezi pH 1-9. Druh Lactobacillus casei produkuje caseicin, mén¢ termostabilni protein
s mnohem vys$$i molekularni hmotnosti, ktery je aktivni pouze na kmeny Lactobacillus
casei. Druh Lactobacillus plantarum vykazuje antibakterialni aktivitu vic¢i mnoha
bakterialnim druhim produkci bakteriocinu plantaricin D, ktery je zejména 0Uéinny
k druhu Oenococcus oeni. MB druhu Pediococcus pentosaceus produkuje baktericidni
protein vis a vis ve velkych mnozstvich, ktery je stabilni v kyselém prostiedi mostu a vina
s koncentraci etanolu. NejviditeInéj$i bakteriocidni ptisobeni k druhu Oenococcus oeni
bylo zaznamenano od druhd Pediococcus pentosaceus a Lactobacillus plantarum.
Inhibi¢ni piasobeni téchto druhti je patrné jen ve smiSenych kulturach s druhem
Oenococcus oeni, anebo kdyZz je médium piedem fermentovano témito dvéma druhy
a nasledné je inokulovan kmen druhu Oenococcus oeni (RIBEREAU-GAYON, a dalsi,
2006; LONVAUD-FUNEL, a dalsi, 1993).

3.5.5 Spontanni MLF

KdyzZ je alkoholova fermentace dokoncena, populace bakterii Oenococcus oeni
ve ving je 10%-10% CFU.ml™. Tato bakterialni populace je mensi u vin s nizkym pH, nebo
s vysokou koncentraci alkoholu. Naproti tomu pti vysokém pH se bakterie mnozi béhem
poslednich né€kolika dni alkoholové fermentace nebo v obdobi po fermentaci. V tomto

prlpade MLF zacne rychle. Alkoholova fermentace MLE

N

Obecné plati, ze uplyne nékolik .
plati, ply e ~__ Kvasinky —A

dni az tydnl mezi koncem T~

alkoholové fermentace a MLF,
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kterA  nastane, az  bakterie
10° BMK
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dosahnou koncentrace

CFU.mI'.  Vino musi byt

Y

udrzovano pfi teplotach nejblize Graf 1 Obecny vyvoj populace kvasinek a BMK

20 °C a to je vzhledem kdélce  ,ihehy fermentace (REYNOLDS, 2010).
trvani nakladné. V ptipadé, Ze se
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bakterie Oenococcus oeni nedokazou mnozit, mohou se rozvijet bakterie (Pediococcus,
Lactobacillus, ...), nebo kvasinky (Brettanomyces bruxellensis) s ni¢ivymi Géinky. V
ptipadg€, Ze se proces nespusti spontanng, pridanim bakterialni kultury se zabrani vyvoji
nezadoucich mikroorganismti (REYNOLDS, 2010; RIBEREAU-GAYON, a dalgi, 2006).
Destivé a chladné pocasi, napadeni hroznti houbovymi chorobami pti dozravani negativné
pusobi na vyvoj spontanni mikroflory. U nedostateéné¢ kontrolované a nefizené MLF se
spontanni kulturou bakterie Oenococcus oeni je zvysené riziko tvorby negativnich
senzoricky aktivnich litek (PAVLOUSEK, 2010). Je nutné dodrzet vyzivové podminky
bakterii uvedené Vv kapitole (3.5.1 Vyziva), pribézné senzorické hodnoceni probihajici
MLF a provadéni laboratornich rozbort. Tento zptsob aplikace MLF je energeticky

a Casove narocny.
3.5.6 Inokulace

VétSina startovacich kultur MLF obsahuje kmeny druhu Oenococcus oeni,
vyjimeéné kmeny druhu Lactobacillus plantirum  (napt. Viniflora® plantarum od
vyrobce Chr. Hansen A/S). I piesto, ze se MLF ve vinech spusti spontanné, jakékoli
zpozdéni muze vést ke zméné kvality vina. Z tohoto diivodu vétSina sttednich a velkych
vinafstvi preferuji stale vice pfimou inokulaci vina startovacimi kulturami bakterii.
Nicméné provedeni MLF inokulaci komer¢né dostupnymi kmeny Oenococcus oeni neni
vzdy uspésné, protoze vino je velmi drsné prostiedi pro rist bakterii. Vybér vhodnych
kmenti bakterii pro naockovani vina se obvykle provadi klasickymi zkouskami v podstaté
zalozenymi na preziti ve vin¢ a sledovani spotieby kyseliny L-jable¢né. Kritéria, které je
tteba vzit v uvahu pii vyvoji bakterialnich kultur, zahrnuji rezistenci na etanol a SO2,
odolnost viici bakteriofagim, schopnost rtstu pii nizkém pH, zdravotni riziko pro
kone¢ného spoticbitele a odolnost vici technologickému stresu. Vybér kment
s minimalni produkei diacetylu z metabolismu kyseliny citronové mize byt zalozen na
méfeni enzymatické aktivity a soucasné expresi geni podilejicich se na metabolismu
kyseliny citronové. Stresové geny druhu Oenococcus oeni, vztahujici se k adaptaci ve
ving, jsou dobrymi markery za ucelem selekce novych odolngjsich kmenti. Pozor, i ty
nejodolngjsi kmeny vyzaduji intenzivni pééi. Adekvatni skladovani a ockovaci protokoly
jsou nezbytné pro zajisténi zivotaschopnosti vybranych kmenua bakterii a zapoceti MLF.

Je rovnéz dulezité sledovat vyvoj jednotlivych etap po inokulaci. Dominance startovaci
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bakterialni kultury nad domaci bakterialni kulturou by méla byt ovéfovana po celou dobu
trvani MLF (RAL, a dalsi, 2015; HENICK-KLING, 1995; TORRIANI, a dalsi, 2011).

Bakterialni preparaty se piipravuji tak, aby mély vysokou vykonnost biomasy

a minimalni néklady na ptfipravu. Buiiky se oddéli a zahusti odstfedénim, potom probéhne

lyofilizace nebo zmrazeni. Vétsina piipravki je lyofilizovana, coz je nejucinnéjsi zptsob,

jak zachovat zivotaschopnost po dobu nékolika mésict a ktery také usnadnuje manipulaci

s ptipravkem. Bakterie jsou baleny v saccich, které obsahuji potfebné mnozstvi
k naoc¢kovani vina v objemech od 250 | az 25 000 | (REYNOLDS, 2010).

Tabulka 3 Enologické pokyny pro vybér startovacich komerc¢nich kultur bakterii MLF

(TORRIANI, a dalsi, 2011).

Kategorie

Vlastnosti

Odolnost vuci stresu

Technologické

vlastnosti

Bezpecnost

Odolnost vuci vysokému obsahu etanolu (14 obj. %)
Odolnost vuci vysokym koncentracim SO,

Tolerance k pH 3,0

Odolnost viic¢i nizkym teplotam

Odolnost vuci bakteriofagim

Vysoka aktivita MLF

Schopnost vykonavat MLF v riznych druzich vin
Uspokojivy rist v syntetickém médiu

Vyroba zadoucich ptichuti nebo zlepSeni ovocného aroma
Nizké produkce kyseliny octové

Nesmi byt zadna produkce latek s polysacharidy

Z4dna produkce latek zptisobujici pachuté
Kompatibilita s kvasinkami alkoholové fermentace (AF)
Mohou byt lyofilizovany

Zadn4 produkce biogennich aminti

Zadna produkce ethylkarbamatu

Neschopnost prenaset genovou rezistenci

Bakterialni populace Oenococcus oeni potiebna k zahdjeni MLF musi byt

minimalng 10° CFU.mlI™. Pro bezproblémové zahijeni MLF se z divodu stresu, ktery

bakterie podstupuji v prostiedi vina nebo mostu, doporucuje velikost inokulace
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bakterilni populace 10® az 10" CFU.mI™. Inokulace v&tsi populace bakterii vieobecng
zrychluje nastup a délku trvani MLF. Pfi dodrzeni inokulac¢nich ptedpisii vyrobct
pFipravkii bakterialnich kultur by méla bakterialni populace dosahovat az 10" CFU.ml™,
| vtomto pfipadé plati dodrzeni komplexnich vyzivovych podminek bakterii

(www.lalittorale.fr, 2015; www.chr-hansen.com, 2016; HENICK-KLING, 1995).
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30

—+— MLF s inokulaci -~ Spontanni MLF

Graf 2 Priklad spontanni MLF a inokulace kmene Oenococcus oeni (www.chr-
hansen.com, 2016)

Bakterialni kultura se pted inokulaci vétsinou ptipravuje rozmrazenim pii pokojové
teploté a nasypanim granulatu pifimo do vina. Dal§i variantou je pfiprava ve sklenéné
nadobé (demizonu) rozmichanim mixu 3 | vody, 3 | hroznové stavy a 30 g vyzivy a
upravenim na pH 4,0, poté se piida bakterialni kultura a vSe se dikladné promicha.
Teplota média se udrzuje 18-24 °C a po ptiblizné¢ 48 hodindch vyrovnani teplot mtze

prob&hnout inokulace do vina nebo mostu (KONIG, a dalsi, 2009).

Druhy preparata bakterii MLF jsou vyrabény z nejlepSich selektovanych kmenti
Oenococcus oeni a Lactobacillus plantarum, nebo kombinaci téchto dvou bakteriadlnich
kment pokryvajicich vSechny typy vinaiskych aplikaci a narokti na MLF. Vinafi mohou
vybirat z kmeni pro zpracovani bilych, rizovych a cervenych vin se vztahem ke
kone¢nému chutovému profilu vina, jako je napiiklad zlepSeni intenzity ovocné chuti, tak
aby sofistikované aromatické profily odrazely rozmanitost vin. Nové kmeny mohou
redukovat mnozstvi diacetylu (maselné a smetanové prichuté), vznikajici pii
MLF nulovou spotiebou kyseliny citronové. Z preparatti dostupnych na trhu mizeme
napiiklad uvést ,,Viniflora® Nova ™ od firmy Chr. Hansen Holding A/S*, obsahujici
kmen Lactobacillus plantarum se zcela novym zptisobem pouziti. MLF probiha pied
a beéhem alkoholové fermentace a inokuluje se 24 hodin pied kvasinkami. Tento pfistup
se nazyva reverzni MLF. Preparat ,,Co-inoculant Anchor od firmy LA LITTORALE" je

smés Oenococcus oeni a Lactobacillus plantarum, urcenda piedevsim do bilych
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a razovych vin. Preparat ,,MaloStar Fruit od firmy LA LITTORALE®“ obsahuje kmen
citrat-negativnich bakterii Oenococcus oeni, nezahrnujici do svého metabolismu kyselinu
citronovou. Neprodukuje dyacetil a maselné tony, stejné jako preparat ,,Viniflora® CiNe
od firmy Chr. Hansen Holding A/S” (www.chr-hansen.com, 2016; www.lalittorale.fr,
2015).

Kyselina jablecna Kyselina citronova
- 400 -
. 350 ‘ ————e—e—p—y
= 5 300 i >
&b o 250
D\
2 g
z £ 150
Z . 100 -
% 50 ‘
—a— 0
10 15 0 5 10 15
Cas (dny) Cas (dny)
—4—CiNe —#i—Oenos —#—CiNe =>=0Oenos

Graf 3 Spotieba kyseliny jable¢né a kyseliny citronové za pouziti bakterii Oenococcus
oeni, zahrnujici citrat-negativni kmen (CiNe) a bézny kmen (Oenos) v bilém viné

(www.chr-hansen.com, 2016)

Vétsina startovacich kultur, které jsou k dispozici na trhu, se skladuji podchlazené,
nebo mrazené v originalnim neporuSeném obalu. Obal by mél byt otevien az tésné pied
pouzitim. Kromé toho, lyofilizované bakterie by se mély vyhnout kontaktu s kyslikem,
nadmérnou vlhkosti a vysokymi teplotami. Tyto podminky jsou $kodlivé pro pieziti

skladovanych bakterii (www.chr-hansen.com, 2016).

Pfi nacasovani inokulace startovaci kultury bakterii pouzivané ve vinaistvi
k MLF se vinaf potyka srozhodnutim pro urCeni spravné doby. Bakterialni Kultury
mohou byt inokulovany soucasné s kvasinkami nebo v rané fazi alkoholové fermentace,
ke konci s vyuzitim zbytkového tepla a po dokonéeni alkoholové fermentace. Nacasovani
ma velky vliv na senzoricky projev vina. Inokulace pied a na zacatku alkoholové
fermentace ma potencialni problém, spojeny s antagonistickou interakci mezi kvasinkami
a bakteriemi, nebo produkci kyseliny octové v dusledku piitomnosti zkvasitelnych
uhlohydrati. Antagonisticka interakce miize vést k inhibici bakterii, coZ ma za nasledek
zpozdéni nebo selhani MLF. Studie ukazuji, Ze obsah tékavych kyselin je sice vyssi pfi

inokulaci pfed alkoholovou fermentaci nez po, ale vétSinou neptfekracuje senzoricky
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prahovou hodnotu. Je tedy dilezity vybér spravné kombinace vlastnosti bakterialniho
a kvasinkového preparatu K inokulaci. Nevhodna kombinace zplsobuje poruchy
v pribéhu MLF. Tento typ inokulace S pozitivnimi ucinky se vétsinou aplikuje u bilych
vin kmenem Lactobacillus plantarum ale i vybranymi kmeny Oenococcus oeni. Je
dulezité fidit teplotu celého procesu, ktera by neméla piekracovat hodnoty nad 25 °C
(FUGELSANG, a dalsi, 2007; PAVLOUSEK, 2010). Inokulaci ke konci alkoholové
fermentace lze vyuzit zbytkové teplo. Provadi se vét§inou u ¢ervenych vin po vylisovani.
Vyhodou je uspora energie k ohifevu na pozadovanou teplotu, moznost dobré adaptace
bakterialni kultury ve viné a tim rychly a bezproblémovy pribéh MLF. Musi se vSak
davat pozor na dostupnost zivin pro bakteriec a potencialné vysoky obsah zbytkovych
cukru, tak aby nedochazelo ke zvysené tvorbé tékavych kyselin. Doporucuje se vzdy pied
MLF provést laboratorni rozbor vina. Inokulace bakterialni kultury po alkoholové
fermentaci se provadi jen selektovanymi kmeny druhu Oenococcus oeni, které jsou
odolnéjsi k piisobeni stresovych faktort. Zahajeni MLF mize zpomalit obsah SO;
v kombinaci s alkoholem a nizka hodnota pH 3,0. Inokulaci do Gpln¢ prokvaseného vina
bez zbytkového cukru >2 g.I" se snizuje riziko metabolismu cukri (hex6z) bakteriemi
a nedochazi k nadmérné tvorbé tékavych kyselin. Pro hladky pribéh MLF je nutné
dodrzet vyzivové pozadavky Oenococcus oeni (PAVLOUSEK, 2010; RIBEREAU-
GAYON, a dalsi, 2006).

3.5.7 VIliv MLF na objem vazebnych partneri SO,

Nedilnou soucasti vyroby vina je oxid sifi¢ity (SO,). Snaha o minimalizaci obsahu
SO, ve viné vede ke sniZeni neptiznivych vlivii vnimanych spotiebiteli. Komer¢ni kmeny
Oenococcus oeni vykazuji schopnost degradovat nejvyznamnéjsi vazebné partnery SO»,
naptiklad kyselinu galakturonovou, kyselinu a-ketoglutarovou, kyselinu pyrohroznovou
a acetaldehyd. Rozsah degradace je zavisly vzdy na konkrétnim kmeni Oenococcus oeni.
Vétsina kmend Oenococcus oeni degraduje prumérné polovinu piavodniho obsahu
kyseliny a-ketoglutarové. Hladina kyseliny pyrohroznové se v pribéhu MLF rychle
snizuje a témé&f upIné mizi. Acetaldehyd je bakteriemi Oenococcus oeni metabolizovan na
etanol a kyselinu octovou nepatrné¢ v pribéhu MLF, avSak rychla fize metabolismu
acetaldehydu nastdva aZ po Uplném vycerpani kyseliny jablecné a trva asi 5 az 9 dnd.
V prubéhu MLF bakterie Oenococcus oeni metabolizuji vazebné partnery SO, a snizuji

potiebu obsahu vazané SO, téméi 0 22 %. Sedm dnid po vycerpani kyseliny jablecné je
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celkova potfeba vadzaného SO; az o 75 % nizsi, za dalsSi dva az tfi tydny dochazi
ke snizeni potteby vazaného SO; uz jenom o 6 az 8 %. Velkou roli zde hraje
metabolismus acetaldehydu, ktery je nejobsahlejsim vazebnym partnerem ve ving. Post-
MLF aktivita bakterijnich kment Oenococcus oeni mize zpusobovat degradaci cukri
a dekarboxylaci aminokyselin, coz mize vést ke snizeni kvality vina produkci kyseliny
octové, biogennich aminti a citrulinu jako prekurzoru karcinogenniho etylkarbamatu.
Tyden po vycerpani kyseliny jablecné se ukazuje jako uCinny Casovy usek pro snizeni
vazebnych partnert SO, S minimalnim rizikem metabolickych transformaci Skodlivych

pro celkovou kvalitu vina (JACKOWETZ, a dalsi, 2012).

Acetaldehyd: je karbonylova sloucenina a hlavni vazebny partner SO, ve ving.
Chutoveé a aromaticky se projevuje jako rozdrcené jablko, ofechy a sherry, ale mize byt
také priznakem oxidace vina. Acetaldehyd v Cervenych vinech piispiva ke slozitosti
aroma, dokud koncentrace neptekro&i 100 mg.I™. Oenococcus oeni dokaze metabolizovat
90 % acetaldehydu béhem bakterialni ristové faze a dalsi béhem stacionarni faze pti pH
3,3. Vliv etanolu a kyseliny octové z metabolismu acetaldehydu je na vino maly. Nizky
obsah acetaldehydu mutze ovlivnit kone¢nou barvu vina. V pfitomnosti SO, nejsou
bakterie schopny odbourat acetaldehyd vazany na tuto molekulu. Chemicka vazba
acetaldehydu s SO, ¢aste¢né inhibuje rist Oenococcus oeni a obsah acetaldehydu se mize
zvysit az na 380 mg.I™ (KONIG, a dalsi, 2009; OSBORNE, a dali, 2006).

3.5.8 Vliv MLF na aromaticky profil vina

Oenococcus oeni je hlavni zakladni bakterie, provadéjici MLF prakticky ve vSech
Cervenych vinech a v rostoucim po¢tu bilych a Sumivych vin. V prubéhu posledniho
desetileti je stale vice dokazovano, ze Oenococcus oeni vykazuje rozmanité spektrum
sekundarnich metabolickych aktivit béhem MLF, které ovliviiuji senzorické vlastnosti
vina. Tyto sekundarni aktivity zahrnuji metabolismus organickych kyselin, sacharidi,
polysacharidii a aminokyselin a cetné enzymy glykosiddzy, esterasy a proteazy, které
generuji t€kavé slouCeniny nad detekéni senzoricky prah. Fenotypové rozdily mezi
kmeny Oenococcus oeni jsou zasadni pro vyrobu riznych typd vina. Nedavné studie,
zalozené na poli srovnavani hybridizace a sekvencovani genomu Oenococcus oeni,
odhalily velkou genomovou rozmanitost v ramci tohoto druhu. Napiiklad nékteré kmeny
vykazuji zvySenou produkci aroma cervenych bobuli a ovoce u cervenych vin

(BARTOWSKY, a dalsi, 2011). Pomérn¢ tvrdé podminky (pH 3,3 a 14,8 0bj.% etanolu)
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a zdlouhavy ¢as MLF prohlubovaly rozdily mezi jednotlivymi kmeny Oenococcus oeni
v produkci aromatickych sloucenin. Rozsah a rozmanitost dopadi MLF na chemické
a senzorické vlastnosti vina byly pfimo ovlivnény volbou bakterialniho kmene. Bylo
prokazano, ze B-glykosidazy se ¢astecné podileji na modulaci ovocné viin€ a ze esteraza
hraje kliCovou roli s jinymi enzymatickymi aktivitami a ovliviiuje slouc¢eniny obsahujici
siru, jako jsou naptiklad thioly (COSTELLO, a dalsi, 2012). Hlavni tékavé slouceniny,
které se objevuji ve vin¢ po MLF, jsou diacetyl, acetoin, etyl laktat a malé mnozstvi
kyseliny octové. Diacetyl produkovany degradaci piitomné kyseliny citronové je
povazovan za nejdalezitéjsi aroma projevujici se jako maslo nebo smetana (mlécna
prichut) (DAVIS, 1985). Bakterie Oenococcus oeni produkuji malé mnozstvi
exopolysacharidu, které se vazou s taniny zodpovédnymi za trpkost mladych vin, a tak
ptispivaji ke snizeni sviravé huti a vino se stava jemnéjsim (CIEZACK, 2010). Mono
a diglukosidy jsou prekurzory netékavych aromatickych sloucenin, jako jsou
norisoprenoidy a vysoce vonné terpeny. Aromatické slouceniny linalol, farnesol a B-
damascenon se uvoliuji v prubéhu MLF s riiznou intenzitou, v zavislosti na bakterialnim
kmenu a slozeni substratu. Uvolnovani odruadé specifickych tékavych sloucenin bylo
zavislé na mnozstvi ptistupnych zivin, nebo dodaném druhu vyzivy (UGLIANO, a dalsi,
2003).

3.6 Vady vin zptisobené mléénymi bakteriemi a MLF
3.6.1 Tékavé kyseliny a octovaténi

Tekavé kyseliny a octovaténi zpusobuji kvasinky, octové bakterie za aerobnich
podminek a vysokych teplot (30 az 35 °C) a mlééné bakterie na poc¢atku MLF ve viné za
pritomnosti zbytkového cukru nad 4 g.I" a vysokého pH 3,5. Mezi tékavé kyseliny patfi
kyselina octovd s prahovym vnimanim 280 mg.I", kyselina mravenéi, vy$§i mastné
kyseliny (kyselina propionova, kyselina maseln4, ...), kyselina D-mlécné a dalsi. Ve ving
se kyseliny vyskytuji ve volné formé, nebo jako estery s alkoholem. Octovaténi a tvorbé
tekavych Kkyselin se da ptedchazet zpracovavanim zdravého hroznového materialu,
fizenou AF a nasledujici MLF, udrZzovanim plnych nadob, sanitaci zatizeni na zpracovani
hroznl a skladovani vina, dale taktéZ dostatecnym sifenim. Octovaténi se v pokrocilém
stadiu neda odstranit. Pti leh¢i formé je moZnost sceleni s jinym vinem (EDER, a dalsi,

2006; PAVLOUSEK, 2010).
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3.6.2 Diacetyl

Je to dilezita molekula spojena s MLF, prchavy di-keton, karbonylova sloucenina,
ktera se projevuje maselnym nebo karamelovym aroma, ale pti nizkych koncentracich to
mize byt ofech nebo toust. Diacetyl se stavd problematickym az pii prekroCeni
koncentrace 4 mg.I". Smyslové vnimani diacetylu ve ving je 0,2 mg.I™" a u dervenych az
2,8 mg.I", to vie je zavislé na pritomnosti dalsich slouenin, stai, stylu a péivodu vina.
Faktory, kterymi vinaif muze ovlivnit koncentraci diacetylu ve viné, jsou oxidace,
fermentacni teplota, hladina SO, a délka MLF. Bylo rovnéz zjisténo, ze k vyraznému
snizeni koncentrace diacetylu dochazi u cervenych vin riznych roé¢nikd, lezenych po
dobu tii let pti 15 °C. U bilych vin ktomuto efektu nedochazi. Diacetyl vznika
z metabolismu kyseliny citronové kapitola 3.4.2 (BARTOWSKY, a dalsi, 2002; EDER, a
dalsi, 2006).

3.6.3 Vlackovaténi (olejnaténi)

Tato vada je vétSinou rozpoznana jako zvySeni hustoty vina a je relativné snadno
odstranitelna. Zpusobuji ji bakterie rodu Pediococcus (piedev§im druhy Pediococcus
damnosus a Pediococcus pentosaceus), Lactobacillus a Leuconostoc vytvafenim
extracelularnich polysacharidd z glukozy, fruktézy, sachar6zy, maltézy, manodzy,
kyseliny ribonukleové a proteinu za zvyseni viskozity. Piekvapivé nizké hladiny glukozy
(50 az 100 mg.I™) jsou dostatecné pro tvorbu polysacharidu. OhroZena jsou zejména vina
mirn¢ oxidujici s nizkym obsahem kyselin a etanolu, nebo vina plnénad piili§ brzy,
u kterych se rozvinuly v 1dhvi mlécné bakterie. Dalsi riziko je u mladych vin s nizkym
obsahem SO,. Vina postiZzena touto chorobou jsou zakalena, slizovita s mirnym vyskytem
bublinek CO,, pfi nalévani se tahnou a chut’ je fadni a zvétrala. Nemoc je spojena se
zvySenym obsahem tékavych kyselin a diacetylu. Pfi zjiSténi nemoci je doporuceno vina
piecerpat pies sprchovaci hlavici, silné zasifit a za par dni prefiltrovat (FUGELSANG, a
dalsi, 2007; EDER, a dalsi, 2006).

3.6.4 Manit a akrolein

Nekteré mlécné bakterie mohou metabolizovat glycerol za vzniku 3-
hydroxypropionaldehydu (3-HPA) slouceniny, ktera se dale pfeménuje bud’ na 1,3-
propandiol (1,3-PDL), nebo oxiduje na kyselinu 3-hydroxypropionovou (3-HP), nebo
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podstoupi chemickou dehydrataci za vzniku akroleinu. Akrolein reaguje s antokyany
a fenoly za vzniku vyrazné hotkych sloucenin. MIlé¢né heterofermentativni bakterie
mohou z fruktézy vytvaret manit. Manitové kazeni vina je velmi slozité, nebot’ je
doprovazeno kyselinou octovou, kyselinou D-mlé¢nou, n-propanolem, 2-butanolem
a ¢asto nadmérnou produkci diacetylu. OhroZenymi jsou vina s nizkym obsahem etanolu,
SO; a kyselin. Vina po manitu chutnaji odporné (GARAI-IBABE, a dalsi, 2008; EDER, a
dalsi, 2006).

3.6.5 MySina

Patfi mezi neptijemné choroby vina, vyrazné postihujici jeho aromaticky a chutovy
projev. Zpusobuji ji zejména nckteré heterofermentativni kmeny laktobacilti
(Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii a Lactobacillus cellobiosus), jakoz i rod
Oenococcus a kvasinka Brettanomyces. Tento typ nemoci je charakteristicky tvorbou
neptijemného zapachu piipominajiciho hlodavce, mysi moc¢ s tony zatuchlosti se stejnym
projevem pachuté v ustech. Chorobu v pocate¢nim stadiu lze zaménit s projevem mirné
sirky nebo pachuti po kvasnicich. Spolehlivé Ize chorobu ur¢it rozetfenim vina mezi prsty
a po odpatenti je citit charakteristicky zapach mysiny. Costello a Henschke (2002) uvadi,
ze 2-etyl-tetrahydropyridin, 2-acetyl-1-pyrollin a 2-acetyltetrahydropyridin pfispivaji
k projevu této vady. Syntéza téchto latek vyzaduje pfitomnost etanolu, proto je tato vada
zélezitosti spiSe vina nez mostu. Prahova senzoricka hodnota téchto latek je velmi nizka,
1,6 pg.I*. Potencialng ohrozena vina, kde se miize mysina vyskytnout, jsou vina se
zbytkovym cukrem lezici na kalech pii vysSich teplotach, nizkym obsahem Kkyselin,
mirné oxidovana, s nedostatkem SO, a vysokym pH. MysSina je z vina téZce odstranitelna
a pii silném projevu prakticky neodstranitelna. Lehké projevy v chuti Ize odstranit silnym
sifenim a néslednou sterilni filtraci. Dal$i moZnosti je nasledné sceleni s vinem bohatym
na kyseliny. Pak uz je jenom moznost piekvaseni, nebo pouziti aktivniho uhli. Jestli
napravna opatieni nemaji aspech, je vino nenavratné zkazené¢ (COSTELLO, a dalsi, 2002;

EDER, a dalgi, 2006).
3.6.6 Biogenni aminy

Vznikaji z dekarboxylace aminokyselin n€kterymi BMK. Jako takové se tyto
slouceniny nachazi v riiznych fermentovanych potravindch. Ve viné to jsou histamin,

tyramin, putrescin, kadaverin, fenyletylamin, a jiné. Ze zdravotniho hlediska konzumace
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nadmérného mnozstvi vina s obsahem biogennich amini muze vést k bolesti hlavy
a dals§im priznakim. Bakterie rodu Pediococcus a Lactobacillus mohou tyto latky
vytvaret, ale 1 vybér kmene kvasinek pro alkoholovou fermentaci mtize ovlivnit produkci
biogennich aminti. Ne vSechny kmeny v ramci druhu Oenococcus oeni mohou tvofit
biogenni aminy. Omezit syntézu biogennich aminti miizeme pouzitim startovacich kultur,
které nedekarboxyluji aminokyseliny. Celkové obsahové hodnoty biogennich aminti mayji
velké rozpéti. Vyznamnou roli zde hraje zdravotni stav hrozmi. Zdravé hrozny obsahuji
celkové do 7,3 mg.l* biogennich aminii, hrozny napadené hnilobou a7 28,8 mg.I™.
Biogenni aminy lze z Casti odstranit ¢ificimi prostiedky, jejich u€innost je vSak rlzna.
Dobry ucinek na omezeni histaminu ma bentonit, ale U¢innost je zavisla na davce
a koncentraci histaminu. Davka 400 g.I"" bentonitu pii vysokém obsahu histaminu jej
mize snizit az o 70 %. Bentonit je vhodny k redukci izopentylaminu a kadaverinu.
Dalsim prostiedkem je aktivni uhli, jeho pouZitim ale vyrazn€ ovlivnime aroma. Kasein,
vyzina, PVPP jsou neucinné (ROSI, a dalsi, 2009; EDER, a dalsi, 2006; GUERRINI, a
dalii, 2002).
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4 Prakticka c¢ast

Je zaloZena na pokusu s ¢ervenym vinem odrudy Zweigeltrebe, vlivu riznych dob
nacasovani inokulace bakterialniho kmene Oenococcus oeni metabolizujiciho kyselinu
citronovou a kmene Oenococcus oeni, ktery kyselinu citronovou do svého metabolismu
nezahrnuje. Dale se zabyva sledovanim prubéhu MLF, hodnot obsahu kyseliny jable¢né,
kyseliny octové a kyseliny citronové v prubéhu riznych typi MLF a dil¢im méfenim
spotieby kyselin bakteriemi. Vysledkem je vyhodnoceni vlivu provedené MLF s rtiznou
dobou inokulace dvou typti kmene Oenococcus oeni na organoleptické vlastnosti

a kvalitu vina.

4.1 Material a metody
4.1.1 Zakladni material

Jako zakladni material byla pouzita Cervena moStova odruda Zweigeltrebe
z katastru obce Lipov z produk¢ni vinice firmy AGROLIP, a.s. Vinice je zafazena do
vinafské oblasti Morava, podoblasti Slovacko a vini¢ni trati Dlouhé Pole v nadmoiské
vySce 227 m. Geologicky je tato oblast nivnické souvrstvi flySovych vrstev s pievahou
vapnitych jilovcd. Region je stiedné svahovity, klimaticky teply, mirn¢ vlhky, S ro¢nim
prumérnym uhrnem srazek 550 az 650 mm. Pida je jilovito-kamenitd, stfedné tézka,
drobtovitého charakteru, slabé skeletovita s dobrym obsahem humusu (www.geologicke-
mapy.cz, 2016; bpej.vumop.cz, 2015).

Zweigeltrebe je modra mostova, sttedné rand az rana odruda se stiedné bujnym
ristem. Pavodem je z Rakouska, kde ji v Klosterneuburgu vyslechtil F. Zweigelt
kiizenim odrid Svatovaviinecké a Frankovka. V Ceské republice byla zapsana do
odridové knihy v roce 1980. Zweigeltrebe je nenaro¢na odrida na stanovisté a pudu.
Zweigeltrebe ma stiedni odolnost proti houbovym chorobam, mrazim a suchu. Ma
vzpiimeny rust, stfedné velké hrozny, bobule maji pevnou slupku. Vino je odridoveé
typické, tmavé granatové barvy s fialovym zableskem. Z poc¢atku ma vino hrubsi chut'ovy
projev, ale v pribéhu zrani se stava harmonickym s jemnou tiislovinou. V chuti lze nalézt
ostruziny, visné, viSiovy kompot. Aroma ma ovocné kofenity charakter

(www.wineofczechrepublic.cz, 2015).
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4.1.2 Kvasinky BS8

Kvasinky BS8 inokulované do mostu k provedeni alkoholové fermentace jsou
odradové aktivni suché vinné kvasinky (ASVK) druhu Saccharomyces cerevisia od firmy
BS vinaiské potieby. Kvasinka BS8 podporuje plna ovocna vina a je uréena pro odrudy
Zweigeltrebe, Frankovka a André. Inokula¢ni davka do mostu k vyprodukovani optimalni

zivota schopné populace kvasinek je 20 g na 100 | (www.vinarskepotreby.cz, 2012).
4.1.3 Bakterialni kultury

Inokulované bakterialni kultury zahrnovaly rozdilné selektované bakterialni kmeny
druhu Oenococcus oeni. Pro tcel zkoumani vliva bakterialni kultury byly vybrany dva

kmeny od vyrobce Chr. Hansen A/S.

VINIFLORA®-OENOS: vysoce aktivni kmen (DSM 7008) bakterie Oenococcus
oeni. Technologie zpracovani umoziuje pfimé, rychlé a spolehlivé naockovani do vina
bez reaktivace. VINIFLORA®-OENOS je vysoce ¢isty koncentrat bunék Oenococcus
oeni susenych vymrazovanim k pfimému nasypani do vina. Bakterie ma schopnost zahajit
latkovou vyménu a odbouravani kyseliny jablecné do dvou az tifi dni po naockovani.
VINIFLORA®-OENOS splituje pozadovana enologickd kritéria, kterymi jsou
organolepticka ¢istota vina (nevytvaii vedlej$i produkty metabolismu), vysoka tolerance
k etanolu do 14 obj. %, odolnost viigi SO, (10 mg.I"* volné nebo 30 mg.1™" veskeré)
a snaSenlivost nizkych hodnot pH 3,1. MLF jsou bakterie schopny provést za 1-4 tydny
dle narocnosti prostiedi daného média. Baleni se dodava v plynotésnych, vodé odolnych
saccich z vicevrstvé hlinikové folie. Po otevieni se musi obsah sacku bezprostfedné
vysypat do mostu nebo vina. Vzdusny kyslik a vlhkost bakterie v kratkém case inaktivuje.
Nédoby musi byt v pribéhu MLF plné a uzaviené. Teplota média pfi naockovani
a v pribéhu MLF by méla ¢init 17 az 25 °C. Bakterie odbouravaji kyselinu citronovou

(www.chr-hansen.com, 2016).

VINIFLORA®-CiNe™: je nové selektovany koncentrovany hluboce zmrazeny
bakterialni kmen Oenococcus oeni. Tento novy kmen nezahrnuje do svého metabolismu
ptirozené¢ se v mostu a viné vyskytujici kyselinu citronovou a tim z ni neprodukuje
diacetyl, kyselinu octovou nebo 2,3butandiol. VINIFLORA®-CiNe™ taktéz nevytvari

zadné aminy z aminokyselin. Vino by mélo byt po pouziti tohoto kmene harmonické,
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jemn&j§i a bez senzorického projevu diacetylového aroma. VINIFLORA®-CiNe™ se
inokuluje pfimo nasypanim do vina. Pozor, po otevieni vzduSny kyslik a vlhkost bakterie
v kratkém case inaktivuje. Néadoby se v pribéhu MLF udrzuji plné a uzaviené.
Doporucené hodnoty vina (mostu) pied a pii inokulaci jsou: zbytkovy cukr > 10 g.I™,
teplota 17 az 22 °C, obsah SO, maximaln& 20 mg.I" volné nebo 40 mg.I" veskeré, pH 3,2
a obsah etanolu do 14,5 obj. %. Bakterie zacinaji svoji aktivitu po 2 aZ 3 dnech a jsou
schopny provést MLF za 1 az 2 tydny. Bakterie v originalnim a neporuseném obalu lze

skladovat pfti teploté -18 °C nejdéle po dobu 36 mésict (www.chr-hansen.com, 2016).

4.1.4 ALPHA

Alpha ATR modul je navrZen tak, aby se
daly snadno provadét rutinni analyzy.
Analyzator se snadno ¢isti a neni nutna zvlastni
ptiprava vzorkd. Snadno pouzitelny software v
kombinaci s moduly pro odbér vzorkid

QuickSnap™ zajistuji vykonné a spolehlivé

FT-IR analyzy bez spotfebniho materidlu. :
Obrazek 8 Analyzator Alpha wine

ATR (www.brukeroptics.cz, 2016)

Alpha ATR modul ve viné analyzuje celkové
kyseliny, alkohol, kyselinu octovou, pH,
hustotu, kyselinu jable¢nou, mlé¢nou a vinnou, celkové cukry, glukézu, fruktozu,
sachar6zu a glycerol. Ve vinném mostu dokaze stanovit °NM, celkové kyseliny,
asimilovatelny dusik, zkvasitelné cukry, glukozu, fruktézu, kyselinu vinnou, jablecnou,

mlé¢nou, citronovou (www.brukeroptics.cz, 2016; www.biopro.cz, 2016).
4.1.5 Kapalinova chromatografie

Charakteristika: Chromatograficka separa¢ni metoda je zaloZena na rovnovazné
distribuci latek daného vzorku mezi dvéma fazemi, kde jedna je mobilni a druha
stacionarni. Mezi stacionarni a mobilni fazi musi byt fazové rozhrani, tak aby unasené
slozky vzorku obtékaly stacionarni fazi. Mezi protékajici mobilni a stacionarni fazi
dochazi pii déleni separovanych latek k opakovanému vytvofeni rovnovaznych stavi.
Pomér rovnovaznych koncentraci mezi dvéma fazemi lze oznadit jako distribuéni
(rozd&lovaci) konstanta. Kazd4 slozka ma rtiznou hodnotu distribuéni konstanty. Cim je

hodnota konstanty pro danou latku vyssi, tim déle molekuly zlistanou ve stacionarni fazi
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(latka ma vétsi retenci). Pro déleni jednotlivych slozek se distribu¢ni konstanty musi lisit.
Distribu¢ni konstanty se urcuji na zdklad¢ zékonitosti fyzikalni povahy rozdélovaciho
déje. Kapacitni pomér udavd pomér latkového mnozstvi solutu ve staciondrni fazi
k jejimu latkovému mnozstvi ve fazi mobilni. Retenéni Cas je doba, kterd uplyne od
nastiiku vzorku do dosazeni maxima elu¢ni kiivky, a retencni objem je protekly objem
kolonou za tuto dobu. Davkovaci vysokotlaky ventil umoznuje davkovat analyzovanou
latku i pti tlaku 60 az 80 MPa (http://www.hplc.cz/, 2013).

Chromatograficka kolona je trubka nebo kapilara rovnomérné pokryta nebo naplnéna
stacionarni fazi. Plast’ kolony udrzuje pohromad¢ stacionarni fazi a musi byt chemicky
inertni, odolavat vysokym tlakiim a vnitini povrch plasté musi mit dostatecné hladky
povrch. Kolona mize byt vyrobena s nerezové oceli (AlISI 316), plastu (PEEK) nebo
skla. Zivotnost kolony je zavisla na pouzitych analyzovanych vzorcich

(http://www.hplc.cz/, 2013).
4.1.6 Titra¢ni metody a stanoveni pH

Stanovenim veSkervch titrovatelnych kvselin (EEC No 2676/90) se rozumi suma

slougenin titrovatelnych odmérnym alkalickym roztokem (0,1 mol.I* NaOH) do pH 7,0
s vyloucenim kyseliny uhli¢ité. Do kadinky se naleje 50 ml roztoku (vina, moStu)
a tfepanim Se odstrani oxid uhli¢ity. Pipetou se z tohoto roztoku odméti 10 ml vina do
titracni kadinky a doplni 10 ml destilované vody. Do piipraveného roztoku Se ponoii
elektroda pH metru a za stdlého michani se pfidava roztok 0,1 mol.I* NaOH, az se
dosahne hodnoty pH 7,0 pii 20 °C. Vyhodnoceni a vypocet se provadi pomoci vzorce:

X = a*f*0,75

x = g.I" veskerych titrovatelnych kyselin

a = ml spotfebovaného (0,1 mol.I* NaOH) roztoku

f = faktor 0,1 mol.I'* NaOH

Stanoveni oxidu siFi¢itého titraci odmérnym roztokem jédu se provadi tak, ze

pfi titraci volného SO, se do konické bariky 0 objemu 250 ml pipetou, ktera se dotyka dna
banky, vpusti 50 ml vina. Thned se ptida 10 ml 16% roztoku H,SOs a 5 ml 0,5 %
skrobového mazu. Nasledng se provede titrace 0,02 mol.I* roztokem jodu. Jakmile se
médium zbarvi do modra, zaznamena se spotieba roztoku jodu (hodnota a;). Zbarveni

vydrzi zhruba 30 sekund. Titrace veskerého SO; je nasledujici: do konické banky se
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odméfi 25 ml 1 mol.I" NaOH a 50 ml vina, po 15 minutach se pfida 15 ml 16% H,SO04 a

5 ml Skrobového mazu. Nasledné se provede titrace 0,02 mol.I" roztokem jodu. Jakmile

se médium zbarvi do modra, zaznamena se spotiebu roztoku jodu (hodnota ay). Zbarveni

vydrzi zhruba 30 sekund. Vyhodnoceni a vypocet se provede pomoci vzorce:

X2 =a12*f*12,8

X3 = X2 — X1

X1 = mg. I volného SO, vyjadieno v celych &islech
X2 = Mmg. I"* veskerého SO, vyjadieno v celych cCislech
x3 = mg. I vazaného SO, vyjadieno v celych &islech
a12 = spotieba 0,02 mol.I"* roztoku jodu

f = faktor 0,02 mol.I"* roztoku jodu

Stanoveni_pH hodnoty je zaporny dekadicky logaritmus aktivity vodikovych

kationi v moStu nebo viné. Hodnota pH se stanovi méfenim potencidlu sklenéné

elektrody vzhledem k referen¢ni kalomelové elektrodé kalibrovanym milivoltmetrem

(pH-metrem) (BALIK, 2004).

4.1.7 Senzoricka analyza

K senzorickému vyhodnoceni vina byl pouzity stobodovy systém. Hodnoti se

vzhled (Cirost, barva), viné (intenzita, Cistota, harmonie) a chut’ (intenzita, {istota,

harmonie, perzistence).

VYNIKAJICi | VELMI DOBRE | DOBRE | USPOKOJIVE | NEDOSTATECNE
VZHLED |CIROST 5 4 3 2 1
BARVA 10 8 6 4 2
VONE INTENZITA 8 7 6 4 2
CISTOTA 6 5 4 3 2
HARMONIE 16 14 12 10 8
CHUT  |INTENZITA 8 7 6 2
CISTOTA 6 5 4 3 2
HARMONIE 22 19 16 13 10
PERZISTENCE 8 7 6 5 4
CELKOVY DOJEM 11 10 9 7

ODRUDA: ZWEIGELTREBE
ROCGNIK: 2015
VZOREK: | BODY CELKEM:

Obriazek 9 Stobodova degustaéni tabulka k hodnoceni vin.
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Dale byly urcovany jednotlivé aromatické projevy cervenych vin v rozmezi
intenzity 1 az 10, jako je kvétnatost, jadrové ovoce, tropické ovoce, peckové ovoce,
drobné svétlé ovoce, drobné tmavé ovoce, vafené a suSené ovoce, karamelizace,

kofenitost, aroma bylinné (Cerstvé), bylinné (susené), barik a jiné.

4.2 Metoda zpracovani

Hrozny mostové odrudy Zweigeltrebe byly po sbéru odzrnény. Rmut byl rozdélen
po 50 kg do Sesti pokusnych vzorkd, které byly umistény v plastovych otevienych
Sedesatilitrovych kadich. Rmut byl kazdych 24 hodin promichan. K aéelim pokusu
nebyly pokusné vzorky zadnym zpisobem upravovany piidavkem cukru, SO, nebo
pomocnych latek. Pocate¢ni parametry mostu (rmutu) byly: cukernatost 20 °NM, celkovy
obsah titrovatelnych kyselin 8,1 g.I" a asimilovatelny dusik 210 mg.1™.

Po inokulaci komer¢nich kvasinek (BS8) zacala AF do 24 hodin. Vzorky RH1
a RH4 byly inokulované bakteriemi do rmutu soucasné s kvasinkami pied zacatkem AF,
vzorky RH2 a RH5 do rmutu na konci AF a vzorky RH3 a RH6 dva dny po AF do vina
(Tabulka 4). Po ukonceni AF byly vzorky samostatné vylisovany, aby nedoSlo ke
kontaminaci. Vylisované vino bylo odkaleno a umisténo do Sesti sklenénych demizont
0 objemu 25 I. Ke kazdému pokusnému vzorku byly soucasné jesté vytvoreny 2,5 1 vina
ve sklenéné nadob¢ k dopliovani po odbéru vzorku. Teplota fermentovaného média byla
méfena rtutovym teplomérem a pii AF se pohybovala v priméru do 22 °C a po ukonceni
AF se teplota ustalila na 18 °C a pretrvavala az do ukonc¢eni MLF. Pokusné vzorky byly
umistény v klimatizované mistnosti se stalou teplotou 15 °C. Vino 15 dni po ukonceni
MLF bylo stogeno, ofetieno piidavkem 50 mg.I" SO, a ponechano ve sklenéné nadobé

pii teploté 15 °C.

Vzorky pro laboratorni analyzu byly odebirany po 24 hodinach o objemu 50 ml.

KaZzdy odebrany vzorek se zpracoval bezprostfedné po odbéru nasledovné:

e vytvoreni dvou vzorka o objemu 1,5 ml, které byly zamrazeny pti -20 °C
pro dalsi rozbor na analyzatoru ALPHA a kapalinovém chromatografu
e m¢éfeni pH

e stanoveni veSkerych titrovatelnych kyselin
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Tabulka 4 Ptehled doby inokulace a pouzitych bakterialnich kment MLF.

ZWEIGELTREBE

(BS-vinarské potieby)

fermentaci

Odrlda Vzorek €. | Kmen kvasinek Doba inokulace Bakterialni kmen
BS8 Soucasné s kvasinkami na
ZWEIGELTREBE | RH1 i 9 , VINIFLORA®-CiNe™ (citrtnegativni)
(BS-vinarské potreby) | zac¢atku alkoholové fermentace
SWEIGELTRERE | RH 2 BS8 Na konci alkoholové fermentace VINIFLORA®-CiNe™ (citr o
(BS-vinarské potreby) | s vyuzitim zbytkového tepla -CiNe ™ (citrtnegativni)
RH 3 BS8 Dva dny po alkoholové M e o
ZWEIGELTREBE Ly, Y . VINIFLORA®-CiNe ™ (citratnegativni)
(BS-vinarské potreby) | fermentaci
ZWEIGELTREBE | RH4 5>8 soucasné s kvasinkami na VINIFLORA®-OENOS (DSM 7008
(BS-vinarské potreby) | zacatku alkoholové fermentace i ( )
ZWEIGELTREBE | RHS 5>8 Na koncialkoholové fermentace f ) 2 as 0ENOS (DSM 7008
(BS-vinarské potieby) [ s vyuZitim zbytkového tepla i ( )
RH 6 BS8 Dva dny po alkoholové

VINIFLORA®-OENOS (DSM 7008)
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4.2.1 Meéreni a analyzy

Stanoveni veskerych titrovatelnych kyselin bylo provedeno na pfistroji metodou
(EEC No 2676/90) viz (kapitola 5.1.6) a hodnota pH byla métena elektrickym pH

metrem.

Pro stanoveni hustoty, alkoholu, fruktozy, glukézy, glycerolu, kyseliny mlécné,
kyseliny jable¢né, kyseliny vinné a sachar6zy na analyzatoru ALPHA byl pouzity vzdy
jeden ze dvou zamrazenych 1,5ml vzorki. Vzorek pied vlozenim do analyzatoru se
v ohtivai rozmrazil, rozmichal na tzv. tiepacce a odstfedil. Vzorek nebyl fedén nebo

upravovan ptidavkem chemikalii.

Vzorky pro rozbor na kapalinovém chromatografu byly ptredptipraveny stejné jako
pro analyzitor ALPHA. Dalsi ptiprava vzorku pfed vloZenim do kapalinového
chromatografu spocivala v rozifedéni destilovanou vodou v poméru 1 : 10 (vzorek :

destilovana voda).

4.3 Vysledky zmény obsahu sledovanych kyselin v pribéhu MLF

Tabulky 5 az 10 a grafy 4 az 9 znazorfuji pribéh degradace kyseliny L-jable¢né na
kyselinu L-mlé¢nou, zménu obsahu kyseliny octové a kyseliny citronové v pribéhu MLF
u ¢ervené odrudy Zweigeltrebe. Zahajeni MLF bylo provedeno tfemi riznymi zpisoby za
pouziti dvou bakterialnich kmend druhu Oenococcus oeni, a to citrat-negativniho
a komer¢niho. Vzorky RH1 a RH4 byly inokulovany na zacatku AF spolu s kvasinkami,
vzorky RH2 a RH5 na konci AF a vzorky RH4 a RH6 dva dny po AF.

Pouzité komer¢ni bakterie byly od vyrobce Chr. Hansen A/S suSené vymrazovanim,
K pfimému nasypani do vina. Vzorky RH1-3 byly inokulovany citrat-negativnim
bakterialnim kmenem VINIFLORA®-CiNe™ a vzorky RH4-6 bakterialnim kmenem
(DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS.
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4.3.1 Vzorek RH1

Vzorek RH1 (Graf 4; Tabulka 5) byl inokulovany citrat-negativnimi bakteriemi
VINIFLORA®-CiNe™ spolu s kvasinkami pfed zapoetim AF. Teplota v priibshu AF
neptesahla 22 °C a po ukonceni AF byla 18 °C. Snizovani obsahu kyseliny L-jable¢né
bylo patrné uz prvni den po inokulaci bakterii. Kyselina L-jable¢na byla zcela pfeménéna
na kyselinu L-mlé¢nou. Obsah kyseliny octové se nepatrné zvysil nad pocatecni hodnotu
a zadnym zptsobem neovlivnil vysledny produkt. Kyselina citronova ztistala zachovana
s minimalnim ubytkem 40 mg.I". MLF trvala celkem 12 dni. Hodnota pH se v prib&hu
fermentace z hodnoty pH 3,35 zvysila na pH 3,45. Po ukonceni MLF vino lezelo 15 dnti

a poté bylo stodeno a oSetieno pridavkem 50 mg.1™* SO,.

Tabulka 5 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH1, (inokulace na zacatku AF citrat-
negativni kmen VINIFLORA®-CiNe™)

Dny 0 3 6 9 12 15
Kyselina L-jable¢na (9.1 305 2,18 144 051 000 0,00
Kyselina L-mlééna (9.1 011 063 1,12 160 201 201
Kyselina octova (mg.I™") 270 390 410 400 430 430
Kyselina citronova (mg.I™") 230 230 210 200 190 190

Transformace kyselin vzorek RH1

3,3 500
3 - 450
=27 \\ - 400 T
"o 2,4 \ L 350 b
— 21 £
£ 18 . N — | [ 300 ¢
% 15 N _— - 250 @
x w - 200 ;‘
< 1,2 e — e — |
g "\, - 150 §
20,9 o
© 06 N\ - 100 8
) \
0,3 / \ B 50
0 T T T T T T ) g —t 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)
e=t=m= yselina L-jableénd ==m==kyselina L-mlécna kyselina octovd === kyselina citronova

Graf 4 Transformace obsahu kyselin, vzorek RHI, (inokulace na zacatku AF citrat-

negativni kmen VINIFLORA®-CiNe™)
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4.3.2 Vzorek RH2

Inokulace citrat-negativnimi bakteriemi VINIFLORA®-CiNe™ u vzorku RH2
(Tabulka 6; Graf 5) byla provedena ke konci AF pii pH 3,35 do rmutu. Teplota pii
inokulaci byla 20 °C a po dokonceni AF probihala MLF pti 18 °C. Délka MLF v tomto
ptipadé byla do 15 dnii. Kyselina L-jable¢na byla beze zbytku pfeménéna na kyselinu L-
mléénou. Obsah kyseliny octové u vzorku RH2 se zvysil z pivodnich 310 mg.I™ na 510
mg.I". Kyselina citronové zaznamenala nepatrny ubytek o 70 mg.I™*. V prib&hu MLF se
zvysilo pH z 3,35 na pH 3,48. Po ukonceni MLF bylo vino po 15 dnech stoceno

a osetieno piidavkem 50 mg.1™" SO,.

Tabulka 6 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH2, (inokulace ke konci AF citrat-
negativni kmen VINIFLORA®-CiNeTM)

Dny 0 3 6 9 12 15
Kyselina L-jable¢na (9.1 299 276 216 1,73 091 0,00
Kyselina L-mlé&na (9.1 018 030 068 104 163 1,9
Kyselina octova (mg.I™") 310 450 490 510 530 510
Kyselina citronova (mg.I™") 220 220 190 190 180 150

Transformace kyselin vzorek RH2

3,3 600
3 <\
= 2,4 )
= SN - 400 £
£ 18 L o~ — £
1,5 1 “\)(/ -3 2
-~ 7
20,9 % g
o e
0,6 - 100 ©
T T T T T T T T v 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
cas (dny)
e=t== kyselina L-jable¢nd ==l==kyselina L-mlé¢na kyselina octovd === kyselina citronova

Graf 5 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH2, (inokulace ke konci AF citrat-
negativni kmen VINIFLORA®-CiNe™)
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4.3.3 Vzorek RH3

Bakterie pro zahajeni MLF byly u vzorku RH3 (Tabulka 7; Graf 6) inokulované do

odkalené¢ho vina dva dny po ukonceni AF pii teplot¢ média 18 °C. Pouzity bakterialni

kmen byl citrat-negativni VINIFLORA®-CiNe™. Kyselina L-jable¢na byla do 15 dnt

zcela degradovana na kyselinu L-mlé¢nou. Obsah kyseliny octové nezaznamenal razantni

zvySeni. Kyselina citronova nebyla bakteriemi vyuzita a jeji obsahovy pokles byl

nepatrny jen o 40 mg.I". Vino bylo 15 dnii po ukondeni MLF stodeno a oSetfeno

pridavkem 50 mg.1"* SO,.

Tabulka 7 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH3, (inokulace po AF citrat-negativni

kmen VINIFLORA®-CiNe™)

Dny 0 3 6 9 12 15
Kyselina L-jable¢na (9.1 273 217 192 159 073 0,00
Kyselina L-mlééna (9.1 018 063 098 122 1,77 193
Kyselina octova (mg.I™") 410 430 410 480 510 480
Kyselina citronova (mg.I™") 200 190 190 170 170 160
Transformace kyselin vzorek RH3
3 600
2,7

oa NG - 500 —

T i =

B — ——

£ & £

% 15 S 300 g

< 12 =

S 0,9 ° - 200 §

S o6 100 8

0,3 NG
0 T, . . . . . \ 0
0 2 4 8 10 12 14 16
¢as (dny)

=== yselina L-jable¢nd ==m==kyselina L-mléc¢nd

kyselina octovd === kyselina citronova

Graf 6 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH3, (inokulace po AF citrat-negativni

kmen VINIFLORA®-CiNe™).
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4.3.4 Vzorek RH4

U vzorku RH4 (Tabulka 8; Graf 7) byl inokulovan bakterialni kmen (DSM 7008)
VINIFLORA®-OENOS spolu s kvasinkami na zacatku AF piimo do rmutu. Teplota
v prub¢hu AF nepfesahla 22 °C a po ukonéeni AF klesla na 18 °C. Veskera kyselina L-
jable¢na byla bakteriemi pfeménéna na kyselinu L-mlécnou. Kyselina octova u tohoto
vzorku zaznamenala zvySeni na 580 mg.I". Kyselinu citronovou bakterie zcela
spotiebovaly. Degradace kyseliny L-jable¢né zacala do 24 hodin po inokulaci. Na zacatku
MLF byla hodnota pH 3,34 a na konci se ustélila na pH 3,47. Vino bylo 15 dnd po

ukon&eni MLF sto¢eno a oSetfeno pridavkem 50 mg.I" SO.

Tabulka 8 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH4, (inokulace na zacatku AF
kmenem (DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS).

Dny 0 3 6 9 12 15
Kyselina L-jable¢na (9.1 305 268 141 064 011 0,00
Kyselina L-mlééna (9.1 011 021 104 182 183 195
Kyselina octova (mg.1™h 270 380 490 560 580 580
Kyselina citronova (mg.I™") 230 210 190 180 110 0

Transformace kyselin vzorek RH4

3,3 700
3
27 N . - 600
22 BN 50 @
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= - 300 =
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e=t== yselina L-jable¢nd ==m==kyselina L-mlé¢nd kyselina octovd === kyselina citronova

Graf 7 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH4, (inokulace na zacatku AF kmenem
(DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS).
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435 Vzorek RH5

Vzorek RH5 (Tabulka 9; Graf 8) byl inokulovany ke konci AF bakterialnim
kmenem (DSM 7008) VINIFLORA®-OENQOS piimo do rmutu. MLF zac¢ala dva dny po
inokulaci s poc¢ateénim pH 3,3, které se v prub&hu postupné zvySovalo az na kone¢nych
pH 3,48. Kyselina octové u tohoto vzorku doséhla aZ na hodnotu 510 mg.I™, ale zadnym
zpisobem neovlivnila koneény produkt, vino. Kyselina L-jablena byla zcela
degradovana na kyselinu L-mlécnou. Veskera kyselina citronova byla beze zbytku
spotiebovana. Vino bylo, tak jako v pfedchozich piipadech, 15 dnl po ukonceni MLF

stoGeno a odetieno pridavkem 50 mg.I™" SO,.

Tabulka 9 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH5, (inokulace ke konci AF kmenem
(DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS).

Dny 0 3 6 9 12 15
Kyselina L-jable¢na (9.1 281 260 211 141 040 0,00
Kyselina L-mlé&na (9.1 018 031 061 102 169 1,93
Kyselina octova (mg.I™") 280 370 410 470 460 510
Kyselina citronova (mg.I™") 210 200 190 140 90 0

Transformace kyselin vzorek RH5

3 600
2,7 —
®21 ~ 400 £
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0,3
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=== kyselina L-jable¢na ==m==kyselina L-mlécnd kyselina octova ==se=kyselina citronova

Graf 8 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH5, (inokulace ke konci AF kmenem
(DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS).
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4.3.6 Vzorek RH6

Inokulace bakterialniho kmene (DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS u vzorku RH6
(Tabulka 10; Graf 9) probéhla dva dny po AF do odkaleného vina pfi teploté 18 °C. MLF
trvala celkem 15 dnti a znatelny ubytek kyseliny L-jable¢né byl zaznamenan tieti den po
inokulaci bakterii. Kyselina L-jableCna byla bakteriemi beze zbytku pfeménéna na
kyselinu L-mlé¢nou. Hodnota kyseliny octové se zastavila na hodnotd 550 mg.I™*
a kyselina citronova byla zcela spottebovana. Hodnota pH 3,38 pfi inokulaci se na konci
MLF ustalila na zvySené hodnoté¢ pH 3,53. Po ukonéeni MLF bylo vino po 15 dnech

stoGeno a odetieno pridavkem 50 mg.1™" SO,.

Tabulka 10 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH6, (inokulace po AF kmenem
(DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS).

Dny 0 3 6 9 12 15
Kyselina L-jable¢na (9.1 261 208 151 068 0,115 0,00
Kyselina L-mlééna (9.1 021 060 100 150 1,81 1,92
Kyselina octova (mg.I™") 430 470 470 500 560 550
Kyselina citronova (mg.I™") 190 130 120 100 20 0

Transformace kyselin vzorek RH6
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Graf 9 Transformace obsahu kyselin, vzorek RH6, (inokulace po AF kmenem (DSM
7008) VINIFLORA®-OENOS).
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4.3.7 Hodnoty kyseliny citronové v pribéhu MLF

Namétené hodnoty (Tabulka 11; Graf 10) potvrdily, ze pfi pouziti citrat-negativniho
bakteridlniho kmene VINIFLORA®-CiNe™ u pokusnych vzorkét RH1-3 byla kyselina

citronova S nepatrnym Ubytkem po ukonceni MLF zachovana. Bakteridlni kmen (DSM

7008) VINIFLORA®-OENOS v prubéhu MLF u vzorki RH4-6 kyselinu citronovou

zahrnul do svého metabolismu a beze zbytku ji spotfeboval. Méfeni Vtomto piipadé

potvrzuje, Ze za pouZiti citrat-negativnich bakterii je kyselina citronova zachovana.

Tabulka 11 Spotteba kyseliny citronové v prubéhu MLF bakteridlnimi kmeny
VINIFLORA®-OENOS a VINIFLORA®-CiNe™ s rtiznou dobou inokulace.

Dny 0 3 6 9 12 15

VINIFLORA®-CiNe™  vzorek &

Kyselina citronova (g.I') RH1| 023 023 021 020 0,19 0,19
RH2| 022 022 019 019 0,18 0.15
RH3| 020 019 0,19 0,17 0,17 0.16

VINIFLORA®-OENOS  vzorek ¢.

Kyselina citronova (g.I™) RH4| 023 021 0,19 0,18 0,11 0.00
RH5| 021 020 019 014 0,09 0.00
RH6| 0,19 0,13 0,12 0,10 0,02 0.00

Kyselina citronova

= VINIFLORA®-CiNeTM (RH1)
===V\/INIFLORA®-CiNeTM (RH2)
VINIFLORA®-CiNeTM (RH3)
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a o~
>
=<
<
301
2
o
0 T T T T T — 1
0 2 4 8 10 12 14 16
¢as (dny)

VINIFLORA®-OENOS (RH4)
e====\/INIFLORA®-OENOS (RH5)
VINIFLORA®-OENOS (RH6)

Graf 10 Spotieba kyseliny citronové v pribéhu MLF bakteridlnimi kmeny
VINIFLORA®-OENOS a VINIFLORA®-CiNe™ s rtiznou dobou inokulace.
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4.4 Vysledky senzorického hodnoceni vina

Hodnoceni bylo provedeno na celkovy chutovy projev vina (Tabulka 12) a chut'oveé
aromaticky profil ¢ervenych vin (Graf 11-16). Hodnoceni provadélo celkem sedm

degustatori. Vysledky byly zprimérovany a jsou prezentovany v podob¢ tabulky a grafu.
4.4.1 Senzorické vyhodnoceni vina (stobodovy systém)

Tabulka 12 znazornuje celkovy primér dosazenych bodt degustace jednotlivych
vzorki vina RH1-6 odridy Zweigeltrebe. Z tabulky vyplyva, ze mezi jednotlivymi
vzorky neni razantni rozdil a jsou si podobné. Vzhled a barva vina byla u vSech
hodnocenych vzorkli obodovana maximalnim poctem moZnych bodl. Nepatrné rozdily
v bodovém hodnoceni byly u viné, chuti a celkového dojmu vina. Nejlépe bodoveé
ohodnocené byly vzorky RH3, inokulovany citrat-negativnim bakterialnim kmenem
VINIFLORA®-CiNe™, a RHS6, inokulovany bakteridlnim kmenem (DSM 7008)
VINIFLORA®-OENOS dva dny po alkoholové fermentaci. Na tietim misté se umistil
vzorek RH2, inokulovany citrat-negativnim bakterialnim kmenem VINIFLORA®-
CiNe™ ke konci alkoholové fermentace, a ndsledné¢ vzorek RHS, inokulovany
bakterialnim kmenem (DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS ke konci alkoholové
fermentace. Nejmensi bodové ohodnoceni vykazovaly vzorky inokulované na zacatku
alkoholové fermentace spolu s kvasinkami, a to vzorek RH1, inokulovany citrat-
negativnim bakteridlnim kmenem VINIFLORA®-CiNeTM, a RH4, inokulovany
bakterialnim kmenem (DSM 7008) VINIFLORA®-OENOS. Vzorky inokulované citrat-
negativnimi bakteriemi byl v priméru bodové 1épe hodnoceny nez vzorky inokulované
komer¢nimi bakteriemi.

Tabulka 12 Senzorické vyhodnoceni vina po MLF (stobodovy systém)

& vzorku RH1 RH2 RH3 RH4 RH5 RH6
VZHLED Cirost 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00 5,00
Barva 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00
VUNE Intenzita 6,43 6,29 6,29 6,14 6,57 6,71
Cistota 3,71 4,43 4,29 3,71 3,86 4,43
Harmonie 11,71 12,29 12,29 11,71 12,00 12,57
CHUT Intenzita 6,43 6,57 6,71 6,29 6,43 6,57
Cistota 3,71 4,14 4,14 3,57 4,00 4,14
Harmonie 15,14 16,00 16,43 13,86 16,43 16,00
Perzistence 6,14 6,14 6,14 5,57 6,00 6,14
CELKOVY DOJEM 9,14 9,29 9,14 8,71 9,14 9,29
BODY CELKEM 77,43 80,14 80,43 7457 79,43 80,86
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4.4.2 Chut'ové aromaticky profil vina

Vzorky RH1 a RH4 byly inokulovany na zacatku AF spolu s kvasinkami. Pouzitim
citrat-negativnich bakterii k MLF u vzorku RH1 (Graf 11) mélo vino vyrazné&jsi ovocny
charakter peckového a drobného ovoce s projevem kvétnatych, bylinnych az kofenitych
a karamelovych tont. Vzorek RH4 (Graf 12), u kterého byla MLF provedena komerénimi
bakteriemi, se projevoval o néco méné vyrazné ovocnymi tony peckového a drobného
ovoce. Dale u vzorku RH4 ptfevaZovaly spiSe bylinné tony s lehkym projevem dfevitosti

a zemitosti.

Aromaticky profil vina odrtida Zweigeltrebe vzorek RH1

kvétnaté

e \zorek RH1

Graf 11 Aromaticky profil, vzorek RHI. Pouzité bakteric VINIFLORA®-CiNe™

(citrat-negativni), inokulace na zac¢atku AF spolu s kvasinkami.

Aromaticky profil vina odrtida Zweigeltrebe vzorek RH4
kvétnaté

e \zorek RH4

karamelizované varené a...

Graf 12 Aromaticky profil, vzorek RH4. Pouzité bakterie VINIFLORA®-OENOS,

inokulace na za¢atku AF spolu s kvasinkami.
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Vzorky RH2 a RH5 byly inokulovany ke konci AF. Vzorek RH2 (Graf 13),
inokulovany citrat-negativnimi bakteriemi, mél vyrazn€j$i ovocny charakter peckového
a drobného ovoce s pfevahou peckového ovoce. Kofenity projev pievazoval nad
bylinnym a kvétnatym aroma. Vzorek RH5 (Graf 14), inokulovany komerénimi
bakteriemi, vykazoval taktéz ovocny charakter s tony peckového a drobného ovoce, ale
ne tak intenzivné jako u vzorku RH2. U vzorku RH5 dale bylinné tony ptevazovaly nad
kvétnatosti a lehkou zemitosti. U vzorku RH2, inokulovaného citrat-negativnimi

bakteriemi, je patrna vyssi intenzita ovocného projevu.

Aromaticky profil vina odrlidy Zweigeltrebe vzorek RH2

kvétnaté

" peckové ovoce
‘ vzorek ¢.RH2
drobné svétlé

ovoce

arené a sulYEe

ovoce

karamelizované

Graf 13 Aromaticky profil, vzorek RH2. Pouzité bakterie VINIFLORA®-CiNe™, (citrat-

negativni) inokulace ke konci AF.

Aromaticky profil vina odrtidy Zweigeltrebe vzorek RH5

kvétnaté

jadrové ovoce

vzorek ¢. RH5

ovoce

. Lovoce
varene a susene
ovoce

karamelizované

Graf 14 Aromaticky profil, vzorek RH5. Pouzité bakterie VINIFLORA®-OENOS,

inokulace ke konci AF.

60



Vzorky RH3 a RH6 byly inokulovany dva dny po AF. Vzorek RH3 (Graf 15) byl
inokulovany citrat-negativnimi bakteriemi, mél ovocny az kofenity charakter s bylinnymi
a kvétnatymi tony. Vzorek RH6 (Graf 16), inokulovany komerénimi bakteriemi, byl
charakterm ovocny a bylinny, stejné jako vzorek RH3. Koftenitost u vzorku RH6 nebyla
tak vyrazna jako u vzorku RH3. Oproti tomu vzorek RH6 vystupoval s vySim projevem

kvétnatosti a cerstvych bylin.

Aromaticky profil vina odridy Zweigeltrebe vzorek RH3

kvétnaté

jadrové ovoce

O
B i‘g‘}
%ﬁ‘:'/,l dobné s

SR

vzorek ¢. RH3

/N

karamelizovaneé

Graf 15 Aromaticky profil, vzorek RH3. Pouzité bakteric VINIFLORA®-CiNe™,

(citrat-negativni) inokulace dva dny po AF.

Aromaticky profil vina odrlidy Zweigeltrebe vzorek RH6

kvétnaté

peckové ovoce

l’ ==y zorek ¢.RH6
' drobné svétlé

ovoce

bné tmavé

karamelizované

Graf 16 Aromaticky profil, vzorek RH6. Pouzité bakterie VINIFLORA®-OENOS,
inokulace dva dny po AF.
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Z pozorovani vyplynulo, ze vina vzorkda RH1-3 (Graf 17), inokulovana citrat-
negativnimi bakteriemi, u kterych probéhla MLF, méla podobny aromaticky profil
ovocného charakteru peckového a drobného ovoce s bylinnymi a kvétnatymi tony.
Vzorek RH1, inokulovany soucasné s kvasinkami na zacatku AF, byl vice orientovany do
bylinnych tont. Vzorek RH2, inokulovany na konci AF, a vzorek RH3, inokulovany dva
dny po AF, se od sebe vyrazné neliSily a oproti vzorku RH1 mély spiSe kofenity
charakter. Lze tedy v tomto ptipad¢ konstatovat, ze nejvEétsi vliv na aromaticky profil vina
méla inokulace bakterii souc¢asné s kvasinkami u vzorku RH1, u kterého pievazovaly vice
bylinné tony, oproti vzorkim RH2 a RH3, které byly spise kofenité. Maselné tony nebyly

detekovany ani u jednoho vzorku.

kvétnaté

jadrové ovoce

e RH 2
RH3

varené a susené
ovoce

karamelizované

Graf 17 Porovnani vlivu doby inokulace citrat-negativnich bakterii na aromaticky profil

vina odridy Zweigeltrebe, vzorky RH1, RH2, RH3.

Vzorky RH4-6, inokulované komer¢nimi bakteriemi (Graf 18), mély spole¢ny
ovocny charakter peckového a drobného ovoce s tonem cerstvych bylin a kvétnatosti.
Vzorek RH4, inokulovany na zacatku AF spolu s kvasinkami, se spiSe projevoval
dievitosti a zemitosti, nez u jak tomu bylo u vzorku RH5, inokulovaném na konci AF,
a vzorku RH6, inokulovaném dva dny po AF, které mély spiSe ton Cerstvych bylin.
Z Grafu 18 je patrné, ze nejvétsi rozdil je u vzorku RH 4, inokulovaného soucasné

S kvasinkami na zac¢atku AF.
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kvétnaté

——RH4

peckové ovoce RHS

RH6

drobné svétlé ovoce

drobné tmavé

ovoce
varené a susené

ovoce

karamelizované

Graf 18 Porovnani vlivu doby inokulace komerénich bakterii na aromaticky profil vina

odrady Zweigeltrebe, vzorky RH4, RH5, RH6.

Porovnanim hodnoceni aromatického profilu vin odridy Zveigeltrebe vzorkia RH1,
RH2 a RH3 (Graf 17), inokulovanych citrat-negativnimi bakteriemi, se vzorky RH4, RH5
a RH6 (Graf 18), inokulovanych komer¢nimi bakteriemi, lze uvést nasledujici
vyhodnoceni: Vzorky inokulované citrat-negativnimi bakteriemi byly hodnoceny vyssim
poctem bodu za ovocny projev peckového, drobného tmavého a drobného svétlého ovoce,
nez vzorky, u kterych byly pouzity komer¢ni bakterie. V kvétnatosti byl minimalni rozdil,
az na vzorek RH4, ktery byl spiSe dievity a zemity. Vina byla po pouziti citrat-
negativnich bakterii kofenita, az na vzorek RH1, ktery byl spiSe bylinného charakteru,
stejné jako vzorky RH4, RH5 a RH6, inokulované komerénimi bakteriemi. Celkovy vliv
pouzitych bakterii a doby inokulace bakterii na aromaticky profil je nutné vSak dale

zkoumat.
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4.5 Statisticka analyza

4.5.1 Obsah kyseliny citronové u bakterialniho kmene VINIFLORA®-
CiNeTM a VINIFLORA®-OENOS po MLF

Krabicovy graf (Graf 19) prokazuje, ze po MLF se u bakterialniho kmene
VINIFLORA®-OENOS celkovy obsah kyseliny citronové razantné snizil a u citrat-
negativniho bakterialniho kmene VINIFLORA®-CiNe™ byla kyselina citronové z velké
Casti s malou variabilitou zachovana. T-test (tabulka 14) prokazal statisticky vyznamné
hodnoty pro rozdil obsahu kyseliny citronové po MLF pro oba bakterialni kmeny.

Pravdépodobnost v tomto piipade byla stanovena na p < 0,05.

- @
0,16

kyselina citronova g/l

0,06

0,00 L

VINIFLORA®-CiNeTM VINIFLORA®-OENOS

o Primér
[] Primér£SmcCh
Bakterie T Pramér+1,96*SmCh

Graf 19 Krabicovy graf porovnani obsahu kyseliny citronové u bakterialnich kment
VINIFLORA®-CiNe™ a VINIFLORA®-OENOS po MLF

Tabulka 13 T-test kyseliny citronové pro oba kmeny po MLF

VINIFLORA®-CiNeTM VINIFLORA®-OENOS

Primér 0,173333 0,036667
Smérodatna odchylka 0,016330 0,050067
Pocet platnych 6 6

Rozdil 0,136667
p rozptyly 0,028001
t 6,356780
sV 10

p 0,000083
Pravdépodobnost - 95.000% 0,088763
Pravdépodobnost +95.000% 0,184570
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452 Celkovda zména primérného obsahu Kkyseliny citronové

u bakterialniho kmene VINIFLORA®-CiNe™

Krabicovy graf (Graf 20) znazornuje, ze po MLF za pouziti citrat-negativniho
bakterialniho kmene se obsah kyseliny citronové s malou variabilitou snizil minimalné.
T-test (tabulka 14) u kyseliny citronové pro kmen VINIFLORA®-CiNe™ prokazal
statisticky vyznamné hodnoty rozdilu obsahu kyseliny citronové pied a po MLF.

Pravdépodobnost v tomto piipade byla stanovena na p < 0,05.

0,24

0,23

—
L

kyselina citronova g.I*

O Prdmér
[ Primé&r£SmCh
VINIFLORA®-CiNeTM I Primér+1,96*SmCh

pred po

Graf 20 Krabicovy graf primérného obsahu kyseliny citronové u bakterialniho
kmene VINIFLORA®-CiNe™ pted a po MLF

Tabulka 14 T-test kyseliny citronové pro bakterialni kmen VINIFLORA®-CiNe™

Pied MLF Po MLF
Pramér 0,216667 0,173333
Smérodatna odchylka 0,013663 0,016330
Pocet platnych 6 6
Rozdil 0,04333
p rozptyly 0,705057
t 4,103259
sV 10
p 0,000602
Pravdépodobnost - 95.000% 0,023966
Pravdépodobnost +95.000% 0,062701
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453 Celkovda zména primérného obsahu Kkyseliny citronové

u bakterialniho kmene VINIFLORA®-OENQOS

Krabicovy graf (Graf 21) znazoriuje, ze doslo po MLF Kk razantnimu snizeni
celkového primérného obsahu kyseliny citronové az celkové spotiebé. T-test (tabulka 14)
u kyseliny citronové pro kmen VINIFLORA®-OENOS prokazal statisticky vyznamné
hodnoty rozdilu obsahu kyseliny citronové pied a po MLF. Pravdépodobnost v tomto

ptipadé¢ byla stanovena na p < 0,05.
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Graf 21 Krabicovy graf primérného obsahu kyseliny citronové u bakterialniho
kmene VINIFLORA®-OENOS pied a po MLF

pfed po

Tabulka 15 T-test kyseliny citronové pro kmen VINIFLORA®-OENOS

Pied MLF Po MLF
Primér 0,195000 0,036667
Smérodatna odchylka 0,034496 0,050067
Pocet platnych 6 6
Rozdil 0,158333
p rozptyly 0,432949
t 6,378857
sV 10
p 0,000080
Pravdépodobnost - 95.000% 0,103027
Pravdépodobnost +95.000% 0,213639
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4.5.4 Senzorické hodnoceni 100-bodovy systém

Krabicovy graf (graf 22) znazornuje, ze vina inokulovana bakterialnim kmenem
VINIFLORA®-CiNe™ ziskala v priméru vyssi bodové ohodnoceni s mensi variabilitou
nez vina inokulovand kmenem VINIFLORA®-OENOS které byla hodnocena s vétSim
bodovym rozdilem. T-test (tabulka 15) v tomto ptipadé nevysel. Pravdépodobnost byla

stanovena na p > 0,05.
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Graf 22 Krabicovy graf 100 bodové hodnoceni vin po MLF

VINIFLORA®-CiNeTM VINIFLORA®-OENOS

Tabulka 16 T-test senzorického hodnoceni 100-bodovy systém

VINIFLORA®-CiNe™ VINIFLORA®-OENOS

Primér (body) 79,33333 78,28667
Smérodatna odchylka 1,654700 3,297186
Pocet platnych 3 3

Rozdil 1,046667
p rozptyly 0,402372
t 0,491415
sV 4

p 0,648877
Pravdépodobnost - 95.000% -4,86689
Pravdépodobnost +95.000% 6,960227
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5 Diskuze

S ohledem na hospodarsky vyznam MLF je pro vinaistvi zajimavym cilem
pouzivani novych kmeni Oenococcus oeni. Prace zkoumala vliv doby inokulace na
praibéh MLF v ¢erveném viné odridy Zweigeltrebe se dvéma bakterialnimi kmeny,
jednim negativnim ke kyseling citronové VINIFLORA®-CiNe™ a druhym, ktery tuto
vlastnost nema, VINIFLORA®-OENOS.

HENICK-KLING, 1995 uvadi, e inokulace v&t§i bakterialni populace 10
CFU.ml™ vieobecné zrychluji nastup a délku trvani MLF. U vech pokusnych vzorkd pfi
inokulované populaci 10" CFU.mI" zagala MLF do 48 hodin, nezavisle na dobé
inokulace a druhu bakterialniho kmene. Rozdily pak nastaly az v rychlosti degradace
kyseliny L-jable¢né. Vzorky RH2 a RH5 s dobou inokulace ke konci AF mély delsi dobu
nastupu MLF, kiivka rychlosti spotfeby kyseliny L-jable¢né na za¢atku a az do dvou
tietin trvani MLF byla pozvolna a ke konci méla strméjsi charakter. Vzorky RH1 a RH4,
inokulované na zaCatku AF soucasné s kvasinkami, mély kiivku rychlosti spotieby
kyseliny L-jable¢né od zacatku strmé&jsi a ke konci se kiivka narovnavala a MLF trvala
nejkratsi dobu. U vzorkd RH3 a RH6, inokulovanych dva dny po AF, byl uz patrny rozdil
i mezi bakterialnimi kmeny. Citrat-negativni bakterialni kmen VINIFLORA®-CiNe™
mél razantnéj$i nastup MLF, pomalejsi stftedovou cast a strmy konec. Bakterialni kmen
VINIFLORA®-OENOS mé¢l pomaly néastup MLF, rychly pribéh a pomaly konec.
V tomto ptipadé lze Fici, ze na praibéh MLF nema vliv jen poc¢ate¢ni populace bakterii,
ale 1 doba nacasovani inokulace bakterii a druh bakteridlniho kmene. Dé¢lka trvani MLF

nepiekrocila 15 dnli u obou pouzitych bakteridlnich kmen.

RIBEREAU-GAYON a dalsi, 2006 uvadi, ¢ podminky prostiedi, zejména pH
a vybér spravného bakteridlniho kmene, nebo kombinace bakteridlniho a kvasinkového
kmene ke spole¢né inokulaci hraji dilezitou roli ve vyvoji MLF. Prace nepotvrdila
negativni vliv kvasinek na vybrané bakteridlni kultury a vyvoj MLF. Na zacatku MLF
bylo pocateéni pH 3,30 az pH 3,38 a ke konci se hodnoty ustalovaly na hodnotach do pH

3,5. Hodnoty pH v tomto ptipadé nemély negativni vliv na zacatek, prib&h ani konec
MLF.

Chr. Hansen A/S u svého nového bakteridlniho kmene Oenococcus oeni

VINIFLORA®-CiNe™ uvadi, e nezahrnuje do svého metabolismu kyselinu citronovou.
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Meéfeni obsahu kyseliny citronové u vzorki RH1, RH2 a RH3 dokazuji, ze kyselina
citronova byla z velké ¢asti po provedeni MLF ve vin¢€ zachovana. Vzorky RH4, RH5
a RHG, u kterych k MLF byl pouzit bakteridlni kmen VINIFLORA®-OENQOS, mély po
provedeni MLF obsah kyseliny citronové na nulové hodnoté. Lze konstatovat, ze
komer¢ni druhy bakterii, které nemaji vlastnost zachovat kyselinu citronovou ve ving, ji

z velké ¢asti nebo zcela spotiebuji.

BARTOWSKY, a dalsi, 2011 uvadi, ze n¢které kmeny u cervenych vin vykazuji
zvySenou produkci aroma ¢ervenych bobuli a ovoce. Vysledky senzorického hodnoceni
mluvi ve prospéch vzorka inokulovanych citrat-negativnim kmenem VINIFLORA®-
CiNe™  které mély v priméru nejlepsi bodové ohodnoceni. Nejvétsi vliv doby inokulace
na aromaticky profil vina vykazovaly vzorky inokulované na zacitku AF soucasné
s kvasinkami, které se nejvice lisily od vzorki inokulovanych ke konci a po AF. Vzorky,
inokulované ke konci a po AF, u kazdého pouzitého bakterialniho kmene vykazovaly
urcitou podobnost. Vyslednd vina a hodnoceni aromatického profilu tohoto pokusu byla
ovlivnéna dobou inokulace bakterii. Lze potvrdit v tomto ptipadé ovlivnéni. Laktatni tony

nebyly zaznamenany u zadného vzorku.

Prace porovnévala nékolik zpisobli provedeni MLF dvéma bakteridlnimi kmeny
rizné povahy a sledovala priibéh MLF. Je vSak tieba jesté dalSiho vyzkumu, protoze

prace sledovala tyto vlivy jen ve viné ¢ervené odridy Zweigeltrebe.
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6 Zavér

Diplomova prace byla zpracovdna na téma ,,Viiv doby inokulace na pribéh
malolaktické fermentace*. MLF (malolaktickd fermentace) byla provadéna a sledovana
u jednoho druhu vina odrudy Zweigeltrebe. K provedeni MLF byly pouzity dva
bakterialni kmeny, jeden negativni ke kyseling citronové VINIFLORA®-CiNe™ a
druhy, ktery tuto vlastnost nemd, VINIFLORA®-OENOS. Vino bylo rozdéleno do Sesti
pokusnych vzorkd, pro kazdy bakterialni kmen tfi vzorky s riznou dobou inokulace.

Inokulace bakterii prob¢hla na zac¢atku, ke konci a po AF (alkoholové fermentaci).

Degradace kyseliny L-jable¢né na kyselinu L-mlé¢nou byla méfenim prokazana
u vSech vzorka. Kyselina L-jable¢na byla u vSech vzorkl beze zbytku preménéna na

kyselinu L-mléénou. Nejrychleji probéhla MLF u vzorkt inokulovanych na zac¢atku AF.

Kyselina citronova v prabéhu MLF pfi pouziti bakterialniho kmene VINIFLORA®-
OENOS byla beze zbytku spotiebovana. V piipadé citrat-negativniho kmene
VINIFLORA®-CiNe™, ktery nezahrnuje kyselinu citronovou do svého metabolismu

Vv pribéhu MLF, méfeni prokazala, Ze kyselina citronova zustala zachovana.

Senzorické vyhodnoceni provedlo sedm hodnotiteli. Hodnoceni probihalo
stobodovym systémem Kk celkovému projevu vina. Hodnoceni bylo velmi blizké
a nejvyssi bodovy prumér ziskaly vzorky inokulované citrat-negativni bakterialni

kulturou.

Aromaticky profil byl u ¢erveného vina odridy Zweigeltrebe hodnocen v rozmezi
intenzity 1 az 10. Hodnocené deskriptory byly kvétnatost, jadrové ovoce, tropické ovoce,
peckové ovoce, drobné svétlé ovoce, drobné tmavé ovoce, vafené a suSené ovoce,
karamelizace, kotenitost, chut’ a viin€¢ bylinna (Cerstva), bylinnad (susena), barik a jiné.
Intenzivnéj$i ovocny profil peckového a drobného ovoce méla vina s pouzitymi
bakteriemi VINIFLORA®-CiNe™, kde doba inokulace mé&la ve viech pripadech

minimalni vliv.

Statisticka analyza neprokazala Zadny vyznamny rozdil mezi pouZitymi bakteriemi.
Zavérem lze fici, Ze lepSich vysledkii bylo dosazeno pouZitim citrat-negativniho

bakteridlntho kmene VINIFLORA®-CiNe™.
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7 Souhrn

Malolakticka fermentace ptisobi na vino snizenim kyselosti a zlepsenim mikrobialni
stability a aromatickych vlastnosti vina. Malolaktickou fermentaci lze provadét pred
alkoholovou fermentaci, v prub¢hu, na konci alkoholové fermentace a po ni. Vzdy zalezi

na situaci a typu vina.

Diplomova prace se v literarni ¢asti zabyvala malolaktickou fermentaci, bakteriemi
malolaktické fermentace a jejimi druhy, nacasovanim inokulace mléénych bakterii a
procesy a vlivy plisobicimi na priabéh malolaktické fermentace s naslednym ovlivnénim

vlastnosti vina.

Prakticka cast byla zalozena na riznych zplisobech provadéni malolaktické
fermentace, na inokulaci mléénych bakterii pozitivnich a negativnich ke kyseliné
citronové soucasné s kvasinkami na za¢atku alkoholové fermentace, na konci s vyuzitim
zbytkového tepla a po alkoholové fermentaci do vina. Tato ¢ast sledovala zmény hodnot
probihajici malolaktick¢ fermentace a na zavér porovnala senzorické vyhodnoceni

vyslednych produktu.
Kli¢ova slova:

Malolakticka fermentace, mléEné bakterie, citrat-negativni bakterie, organické kyseliny.
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8 Resume

Malolactic fermentation effects on wine by acidity reducing and improving of
microbial stability and aromatic characteristics of wine. Malolactic fermentation can be
performed before alcoholic fermentation, during and at the end of alcoholic fermentation
and after. It always depends on the situation and type of wine.

This diploma thesis dealt in literary part with malolactic fermentation, malolactic
fermentation bacteria and its types, timing of the lactic acid bacteria inoculation and with
processes and influences affecting on the course of malolactic fermentation with
consequent effects on characteristics of wine.

The practical part was based on different ways of malolactic fermentation
implementing, on inoculation of lactic acid bacteria, which are positive and negative to
citric acid, together with yeast at the start of alcoholic fermentation, at the end with using
of residual heat, and after alcohol fermentation in wine. This part monitored value
changes in ongoing malolactic fermentation and finally compared sensory evaluation of

resulting products.
Keywords:

Malolactic fermentation, lactic bacteria, citrate-negative bacteria, organic acids.
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