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Fermentacni schopnost autochtonnich kvasinek izolovanych

z regionu VOC Modré Hory

Souhrn

vvvvvv

Saccharomyces cerevisiae. Dlouholeté zkuSenosti vinait ukazaly, ze kvalita vina a originalita
jsou znaéné ovlivnény pouzitou fermenta¢ni kulturou. Konvencéné vyrabéna vina v§ak mohou
pusobit uniformnim dojmem. Proto je v dneSnich modernich vinafskych technologiich tfeba
identifikovat vhodné kvasinkové kultury pro fermentaci uréitych odrid. Pomérné novym
Vinu mohou dodat $irsi a zajimavéjsi aromatické spektrum a také plnéjsi chut’ nez pii pouziti
komerénich kmenid. Zaroven pouziti vybranych kultur zdirazni typické senzorické rysy
vyrobenych vin pro konkrétni vinai'sky region (terroir).

Cilem této diplomové prace bylo porovnani vlastnosti a fermentacnich aktivit u 34
kmentt kvasinek vyizolovanych z vinafského regionu VOC Modré. Kvasinky byly
identifikovany a charakterizovany pomoci biochemickych a molekularné-biologickych metod.
Kultury byly izolovany z kvast ve fazi bouflivého kvaseni za pouziti Malt Extract agaru
(Oxo1d). K 1identifikaci byly pouzity biochemické soupravy API 20 C AUX (bioM¢érieux) a
API ID 32 C (bioMérieux) uréené pro identifikaci bakterii a kvasinek. Téméf vSechny kmeny
byly identifikovany jako Saccharomyces cerevisiae, coz potvrdila i rep-PCR. Dale byly
soupravou API ZYM (bioMérieux) zjistény enzymatické aktivity, které byly u vSech kmenii
témer stejné. V ramci fermentacniho experimentu nebyly mezi kmeny shledany zadné
podstatné rozdily ve schopnosti most prokvasit. VSechny kultury moSt prokvasily
S primérnou hodnotou produkce etanolu kolem 11 % a primérnou hodnotou zbytkového
cukru 52,40 g/l.

Z dosazenych vysledkl vyplyva, Ze vSechny testované kultury patii do stejného druhu
(Saccharomyces cerevisiae) a produkce alkoholu nezavisela na konkrétnim kmeni kvasinek,
ale na sloZzeni moS$tu. VSechny vybrané kmeny prokézaly velmi podobné fermentacni

schopnosti.

Kli¢ova slova: autochtonni kvasinky, identifikace, vinny most, fermentace, VOC Modré

Hory



Fermentation ability of autochthonic yeasts from VOC Modré

Hory region

Summary

The most important species of yeast for industrial production of wine is
Saccharomyces cerevisiae. Longstanding experience of wine makers has shown that quality
and originality of wine is immensely affected by the choice of fermentation culture.
Conventionally produced wines though can savour uniformly. Therefore the identification of
suitable yeast culture for fermentation of specific vine varieties is nowadays necessary for
modern wineries. Relatively new trend in present viticulture is using of autochthonous yeasts
as starting culture. This can provide wider and more interesting aroma spectrum for wines as
well as fuller taste than usage of commercial strains. The application of chosen cultures can
also emphasize on typical sensorial characteristics of wines made in the particular wine region
(terroir).

The objective of this diploma thesis was to compare enzymatic and fermentation
characteristics of 34 yeast strains isolated from wine region VOC Modré Hory. Yeasts were
identified and characterized by using biochemical and molecular-biological methods. Cultures
were isolated from grape juice in exponential faze of fermentation using Malt Extract Agar
(Oxoid). Kits APl 20 C AUX (bioMérieux) and API ID 32 C (bioMérieux) were used for
identification of yeasts. Almost all cultures were identified as Saccharomyces cerevisiae,
which was also confirmed by rep-PCR. Using APl ZYM (bioMérieux) enzymatic activities of
yeasts were detected and almost all of the cultures showed similar activity. No significant
differences in ability to ferment the must were found among the strains within the
fermentation experiment. All cultures (strains) fermented musts with average value of ethanol
production about 11% and average value of residual sugar 7 ounces per gallon (52,40 g/l).

Achieved results show that all tested cultures belong to the same species
(Saccharomyces cerevisiae) and production of alcohol was not dependent on specific yeast
strain, but on the composition of must. All chosen strains showed very similar fermentation

abilities.

Keywords: autochthonous yeasts, identification, grape must, fermentation, VOC Modré Hory
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1 Uvod

Kvasinky jsou mikroorganismy, které jsou hojné vyuzivany v potravinaiském a
farmaceutickém prtimyslu, ale 1 v fadé védnich oborii a technologiich po celém svété. Kvaseni
znali jiz stafi Babylonané, 6000 az 4000 let pfed nasim letopo¢tem, pfipravovali polévku
z nakli¢eného obili. V teplém a vlhkém prostiedi polévka do veera zkvasila a tak ziskala
piijemnou opojnou chut. Samotné kvasinky vSak byly popsany az po objeveni mikroskopu,
nebot’ jejich rozméry jsou pod hranici viditelnosti. Jsou jednim z nejvice probadanych
eukaryotnich mikroorganismi a poznatky o nich piispély k hlubsimu poznéni biologie
eukaryot.

Pojem kvasinka je dnes témét ztotoziiovan s druhem Saccharomyces cerevisiae, ktery
je nejvice vyuzivan pii vyrob¢ alkoholickych népojt, drozdi a octu. Kvasinkové kultury jsou
vSak velmi rozmanité a nékteré maji dokonce patogenni ucinky, jako napiiklad Candida
albicans (ptavodce infekci u lidi). Nedavno se zacala vyuzivat jejich fermentacni schopnost i
pro produkci etanolu pro ,biopaliva®. Kvasinky jsou bézné piitomny na zemédé€lskych
plodindch (réva vinnd atd.) a vSude tam, kde maji dostatek substratu pro preziti a
rozmnozovani.

Vyuziti kvasinek v této dob¢ si vyzaduje piesnou identifikaci na rodovou a druhovou
uroven. Mnoho druht je hojné vyuzivano pro produkci svych sekundarnich metaboliti nebo
biomasy. V modernich biotechnologiich hraji zcela nezastupitelnou roli. Aby byl pIné vyuzit

potencial téchto mikroorganismi, je tfeba analyzovat vlastnosti pouzitych kmend.



2 Literarni reserse

2.1 Kvasinky

Kvasinky jsou eukaryotni heterotrofni organismy, které patfi do fiSe Protista. Od
ostatnich eukaryot se 1isi predevsim tvorbou silné a pevné bunécné stény. Jako zdroj uhliku a
energie slouzi kvasinkdm hlavné sacharidy, které mohou "zpracovat" aerobni respiraci Ci
kvasenim.

Vyuziti kvasinek je velmi rozmanité. Nezastupitelny vyznam maji v potravinaiském
primyslu zejména pii vyrobé pekatrského a krmného drozdi, piva, vina a lihu. Moderni
biotechnologie vyuzivaji kvasinky pro produkci nejriznéjsich latek (vitaminy, enzymy,
antibiotika, aminokyseliny, bilkoviny). Tyto kvasinky mohou byt geneticky upravovany tak,
aby ziskaly nov¢ a lepsi vlastnosti a syntetizovaly pozadované latky. Diky relativné snadnému
zachazeni (isolace mutantl, pfenos genu, kultivace, atd.) a znalosti genomu jsou kvasinky
vhodnym modelovym organismem pro studium fysiologickych a metabolickych pochodi i
genetiky eukaryot. Mimo to ale nékteré rody kvasinek patii mezi patogeny, které jsou
vyznamné zejména pro jedince s oslabenou imunitou (Kopecka et al., 2012).

Kvasinky poprvé pozoroval A. van Leeuwenhoek kolem roku 1680, ktery je popsal ve
svych dopisech Kralovské spolecnosti v Londyné¢ jako malé kulicky v pivé. Theodor
Schwann pojmenoval v r. 1837 dnes$ni Saccharomyces cerevisiae jako Zuckerpilz (= cukerna
houba, fec. Saccharos = cukr, mykes = houba). Ceské pojmenovani je odvozeno od
schopnosti vétsiny druhit zkvaSovat monosacharidy a nékteré disacharidy, vyjimecné i
trisacharidy. Jejich vyskyt je diky témto sacharolytickym schopnostem spojen se substraty
obsahujicimi cukry. Kvasinky lze nalézt zvlast¢ na bobulovém a peckovém ovoci,

cukernatych plodinach, ale i v padé, vode¢ a ve strevnim traktu (Kopecka et al., 2012).

2.1.1 Taxonomie kvasinek

Objevy v mikrobiologii v minulém stoleti ukazaly, Ze taxonomické déleni do dvou tisi
Animalia a Plantae, od roku 1925, je nedostacujici. V rocel978 biologové v ¢ele s Robertem
H. Whittaker rozdélili organismy do nasledujicich péti #isi: Procaryotae, Protista, Fungi,

Animalia, Plantae. Zatazeni do téchto isi prob¢hlo na zaklad¢ nejméné tii hlavnich kritérii:


http://cs.wikipedia.org/wiki/Lond%C3%BDn

1) bunécny typ - prokaryotni nebo eukaryotni

2) uroven organizace bunécnych struktur - jednobunécné, jednobunécné vytvarejici kolonie,
mnohobunécné organismy

3) zpisob piijimani potravy - autotrofové, heterotrofové

(Prescott et al., 1996).

Rise Protista, kam fadime kvasinky, je nejméné homogenni a nejhtife definovatelna
skupina organismi. Protisté jsou jednobunécné eukaryoty zijici jako samostatné bunky ¢i v
koloniich, kterym chybi pravé tkan¢€. Potravu mohou pfijimat pozienim, absorpci povrchem ¢i
jako fotoautotrofové. Mezi tyto organismy patii vétSina tas, prvokil a jednoduchych hub.
Systém péti ¥13i neni piijiman vemi mikrobiology. Rise Protista je pfili§ riiznoroda na to, aby
byla taxonomicky uzite¢na. Navic hranice mezi fiSemi Protista, Plantae a Fungi jsou $patné
definovany (Prescott et al., 1996). V soucasnosti je znamo vice nez 1500 druhti kvasinek,
které patii do oddéleni Ascomycota a Basidiomycota, ale pouze mala ¢ast z téchto druhti byla
dikladn¢€ geneticky analyzovana. Zmapovani fylogeneze kvasinek prob¢hlo na zaklade

komparativni genomiky a poznatki evoluce (Kurtzman et Piskur, 2006).

2.1.2 Morfologie kvasinek

Bunky kvasinek maji velikost 3 — 15 pm a oproti bakterialnim jsou pfibliZzn¢ desetkrat
vétsi. Velikost a tvar bunky je dan rodovou pfislusnosti, kultivaénimi podminkami a typem
rozmnozovani. Tvarové se mohou kvasinky podobat elipsoidu ¢i kouli. Zndmé jsou i jejich
protahlé az hyfovité struktury.

Kvasinka ma buné¢nou sténu silnou 150 — 400 nm, kterad je pevna, aby odolavala
velkému osmotického tlaku. Slozeni susiny druhu Saccharomyces cerevisiae ptedstavuje 40-
60 % dusikatych latek, 15-35 % sacharidi, 6-12 % mineralnich latek a 2-12 % lipida
(Bendova et Kahler, 1981).

Pomérné Casto kvasinky vytvaii pseudomycelia (zobrazeno na obrazku €. 1). V této

formé kultura roste tzv. prehrade¢nym délenim (Janderové et Bendova, 1999).
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Obr. & 1 - Cast pseudomycelia vytvorené kvasinkami (Black et Wiley, 1999)

2.1.3 Rozmnozovani

U kvasinek je znamo, Ze se mohu rozmnoZovat jak vegetativné, tak i pohlavné.
Vegetativné se kvasinky rozmnozuji pu¢enim nebo délenim. Pohlavné se mnozi v ramci
haploidnich pohlavné odlignych parovacich typt (Silhankova, 2002). Oba typy jsou popsany

Vv kapitolach nize.

2.1.3.1 Vegetativni rozmnoZovani

Kvasinky jsou charakteristické tim, Ze se vegetativné mnozi pievazné pucenim
(zobrazeno na obrazku €. 2) a vytvafeji okem viditelné kolonie. Béhem puceni vznikd pupen
na mateifské bunce, ktery se stile zvétSuje az do okamziku fragmentace vSech bunécénych
organel, kdy cast organel putuje do pupenu. Ziuzené misto mezi matefskou buiikou a pupenem
se zaskrcuje plazmatickou membranou a bunécnou sténou a vznikld dcefind buiika se
odd¢luje. Vegetativné rostouci bunky jsou pfevazné diploidni, ale mohou byt i polyploidni.
Puceni se miize opakovat ptiblizné 35krat. Po odd¢€leni dcefiné bunky zlistava v misté jejiho
vzniku matefska jizva, na oddélené bunice jizva dcefina (Basatova et al, 2010). Podle poctu
jizev lze urcit individudlni stafi buniky, a proto se kvasni¢né bunky pouzivaji pfi studiu
mechanismu starnuti (Zandycke et al., 2000). Na jizvach dochazi ke snizené latkové vyméne¢ a
to je ditvodem, pro¢ kvasinky s mnoho jizvami nejsou tak vykonné jako "mlad¢" kvasinky

(Basatova et al, 2010).
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Obr. €. 2 - RozmnoZovani kvasinky pucenim (Rose et Harrison, 1969)

a = buitka v klidu, b = splynuti casti endoplazmatického retikula (ER), déleni vakuaol,

¢ = prodiuzovani ER, déleni poldrnihe téliska, d = déleni ER, vznik pupenu a déliciho
vieténka, e = migrace vakuol a mitochondrii do pupenu, mitotické déleni jadra, f= migrace
Jjadra do pupenu, g = vytvoreni cytoplazmatické membrany, h = déleni bunécnych organel
v pupenu,vytvoreni bunécné stény

2.1.3.2 Pohlavni rozmnozovani

U vétsiny dosud objevenych kvasinek je znam 1 pohlavni zpiisob rozmnozovani, podle
kterého rozdélujeme kvasinky do dvou tiid: Ascomycetes a Basidiomycetes, které se 1isi nejen
zpusobem rozmnozovani. Druhy kvasinek, u kterych nebylo dokazano pohlavni
rozmnozovani, se zatfazuji do pomocné tiidy Deuteromycetes a oznacuji se jako tzv.
imperfektni neboli anamorfni formy (tzn., Ze u nich existuje jen jeden parovaci typ)
Ascomycetes nebo Basidiomycetes (Kockova et Kratochvilova, 1990). Dva ruzné parovaci
typy se lisi napt. vylu€ovanim riznych latek ovliviiuyjicich druhy typ, povrchovym sloZzenim

bun&ené stény, atp. (Silhankova, 2002).

12



2.1.4 Fyziologie a metabolismus kvasinek

Kvasinky jsou mikroorganismy s proménlivym metabolismem. V pfitomnosti kysliku
respiruji, v nepfitomnosti pouzivaji fermenta¢ni metabolickou drahu. Metabolismus vS$ak neni
tak jednoduchy, kvasinky jsou mikroorganismy, u kterych se projevuje Pasteurtav efekt, coz je
jev, ktery byl poprvé pozorovan Louisem Pasteurem. Podstatou jevu je fakt, ze v pfitomnosti
kysliku se u kvasinek zpomaluje kvaseni a zrychluje se rist kultury. Dulezity faktor zde hraje
také koncentrace cukrii v roztoku. Pasteuriv efekt se nejvice projevuje pii hodnotich
cukernatosti roztoku 1 az 9 g/l. Vysvétleni tohoto jevu je celkem prosté. Aerobni respirace
uvolni z glukosy 19x vice energie nez anaerobni fermentace. Kvasince tak zajistuje vice
energie pro metabolismus. Pasteuriv efekt neni jen zalezitosti kvasinek, ale je rozsifen i u
vétsSiny fakultativné anaerobnich bakterii. Potravinaisky primysl prakticky vyuziva
Pasteurova jevu v obou smérech. Je-li cilem produkce alkoholu alkoholovym kvasenim, je
kultura udrzovéna v anaerobnim stavu. Je-li naopak potfeba vyprodukovat hodn¢ biomasy
(napf. pii produkcei kvasnic), je kultura acrovana a roste rychleji (Sierkstra et al., 1993).

U kvasinek byl také pozorovan tzv. Crabtreeho efekt (glukosova represe), ktery byl
poprvé pozorovan Herbertem Crabtreem. Jedna se o opak Pasteurova efektu. Maji-li kvasinky
k dispozici velkou koncentraci glukosy, pak fermentuji i v ptitomnosti kysliku. Vysoka
koncentrace glukosy tedy potlacuje aerobni metabolismus. Preference fermentace proti
respiraci nema jednoduché logické zdivodnéni, organismus tak ziska méné energie. Jev neni
dosud spolehlivé objasnén, v zasadé jsou navrzeny dvé hypotézy. Prvni hypotézou je plytvani.
Crabtreeho efekt se projevuje jen pii opravdu velkych koncentracich (60 g/l a vice) glukosy.
Je proto mozné, Ze pii takovém nadbytku substratu si organismus dovoli ,,plytvat®, tedy
vyuzivat glukosu neekonomicky fermentacné. Fermentace sice uvolni méné energie, ale
vyZaduje podstatné méné enzymu a je tak pro organismus jednodussi. Druhou hypotézou je
konkurence. ProtoZe kvasinky jsou k etanolu pomérné odolné, predpoklada se, Ze produkce
etanolu inhibuje potencialni konkurené¢ni mikroorganismy (napf. gramnegativni bakterie rodu
Zymomonas ) v boji o bohaty zdroj energie. Uplatni se napi. na uzralém ovoci, které je plné
sacharidu (Sierkstra et al., 1993). Dostatec¢ny piisun zivin, vhodna teplota a pH prostiedi vede
u kvasinek k intenzivnimu metabolismu a rychlé syntéze biomasy. Ta se za optimalnich
podminek (25 °C a pH 4 az 6) u Saccharomyces cerevisiae nebo Candida utilis za kazdé 2
hodiny zdvojnésobi (Vodrazka, 2006).
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Na rlst a rozmnozovani potiebuji kvasinky sprdvnou vyzivu. Vyzivu pfijimaji ze
zivného prostiedi (zivna puada, zivina nebo zivné médium), které musi spliovat urcité

predpoklady.

Zékladni slozky vyzivy jsou:
1. voda
2. zdroj uhliku a dusiku
3. prvky dilezité na vystavbu zivé hmoty: kyslik, uhlik, dusik, fosfor, sira a hoi¢ik
4. stopové prvky nebo mikroelementy: méd’ jod, molybden, kobalt a zinek
5. vitaminy a rtstové latky: biotin, thiamin, pyridoxin a leucin

(Kockova-Kratochvilové, 1982)

Zdrojem uhliku a energie pro kvasinkove kultury byvaji mono- a disacharidy, méné
pak oligo- ¢i polysacharidy ale také latky jako: glycerol, laktat, etanol, metanol a alkany.
Schopnost kvasinek vyuzit rizné cukry se liSi v zavislosti na aerobnich ¢i anaerobnich
podminkach. Nékteré kmeny nemohou rlist anaerobné na sacharose ani trehalose (Herskowitz,
1988).

Vsechny kmeny Saccharomyces cerevisiae mohou aerobné rist na glukose, maltose a
trehalose . Nemohou aerobné rust na laktose a celobiose. Nicméné¢ rist na jinych cukrech je
velmi variabilni. Ukazalo se, Ze galaktosa a fruktosa jsou nejlépe fermentovatelné cukry
(Niimura et al., 1989). Jakmile je dodana glukosa kvasinkdm Saccharomyces cerevisiae, které
vyrostly na jinych substratech nez na cukrech (glycerol, laktat), aktivuji se jejich geny pro
syntézu glykolytickych proteinti. Oproti tomu, exprese genl odpovidajicich za
mitochondrialni funkce a glukoneogenezi je potlacena. Ptitomnost glukosy také zptisobuje
aktivaci cytoplasmatické ATPasy. Byly tedy objeveny proteiny, jejichz aktivita je regulovana
glukosou. Maji vliv na proteosyntézu, piijem zivin, glykolysu, glukoneogenezi i
mitochondriélni funkce kvasinky (Giardina et al., 2012). Vsechny kvasinky maji schopnost
utilizovat amoniak a mocovinu jako primarni zdroje dusiku. Nemohou utilizovat nitraty,
pokud nedisponuji schopnosti redukovat je na amonné ionty. Maji schopnost vyuzivat také
aminokyseliny, peptidy a dusikaté baze jako dalsi zdroje dusiku. Nicméné aminokyseliny jako
histidin, glycin, cystein a lysin jsou pro kvasinky obtizn€¢ vyuZitelné.
Saccharomyces cerevisiae nesyntetizuje proteasy, tudiz extracelularni proteiny nedokazi
utilizovat (Herskowitz, 1988). Uhlikaté slouceniny zpracovava vétSina kvasinek aerobni

glykolyzou a nasledné citratovym neboli Krebsovym cyklem. P#i distribuci pyruvatu
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vznikajictho mezi respiratorni a  fermentativni reakci je  dilezita  aktivita
pyruvatdehydrogenasy, kterd se nachazi v mitochondriich a produkuje acetylkoenzym A pro
vstup do Krebsova cyklu a cytoplasmatické pyruvatdekarboxylasy, ktera napoméaha vzniku
acetaldehydu a tim i etanolu (Pronk et al., 1996).

Zastupci fakultativné anaerobnich kvasinek, kterymi jsou Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe ¢i rod Brettanomyces, maji geny pro tvorbu enzymu
aldehyddehydrogenasa a alkoholdehydrogenasa, diky kterym mohou fermentovat cukry na
etanol a oxid uhli¢ity. Typickymi zastupci obligatorn¢ aerobnich kvasinek jsou Rhodotorula,
Saccharomycopsis, Cryptococcus nebo Lipomyces. Tyto kvasinky nemaji gen pro tvorbu
enzymu alkoholdehydrogenasa, tudiz nemohou fermentovat a produkovat etanol. Jejich
kone¢nymi metabolity jsou voda a oxid uhli¢ity (Janderova et Bendova, 1999).

Produkty metabolismu kvasinek mohou byt nejen CO., etanol, H*, ale i glycerol,
acetat, sukcinat, laktat atd. U rlznych kmenl lze poméry produktii ovlivnit kultiva¢nimi
podminkami Nekterym druhlim vyhovuje rizné rozmezi teplot; podle toho kvasinky ¢lenime
na psychrofilni (0 - 20 °C), mezofilni (25 - 40 °C) a termofilni (48 °C a vice) (Kopecka et al.,
2012).

2.1.4.1 Aerobni respirace

Fakultativné anaerobni kvasinky upfednostiiuji aerobni respiraci, protoze je
energeticky mnohem vyhodngjsi nez kvaSeni (Vodrazka, 2006). Pti nadbytku muize byt
organicky substrat, ktery slouzi jako zdroj energie, pouze Caste¢né oxidovan za vzniku
velkého mnozstvi organického produktu. Toho se primyslové vyuziva pii aerobni kvasné
vyrobé nékterych organickych kyselin, napf. kyseliny citronové u Yarrowia lipolytica
(Kamzolova et al., 2003).

Pomoci Krebsova cyklu béhem aerobni respirace je substrat oxidovan az na oxid
uhli¢ity a vodu. Krebsiv cyklus nema za ticel pouze finalni oxidaci substratd, ale také se
vyrazné podili na procesech biosyntézy. Tento dé&j probiha u eukaryot v matrix mitochondrii a
je klasickym ptikladem regulaéniho procesu katabolickych i anabolickych drah.

Energeticky zisk aerobni respirace je 36 ATP. Pokud vSak nastane situace, kdy builka
nema dostatek kysliku, ale mé& k dispozici dostateCny zdroj glukosy, nastdva proces

fermentace.
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2.1.5 Uplatnéni etanolového kvaSeni pri vyrobé vina

Zména vinného mostu ve vino je moznd diky fermentacnimu procesu, ktery je
realizovan kvasinkami. Tyto organismy se zna¢né podileji na chemickych a organoleptickych
vlastnostech vina (Fleet, 2003). Primarni ulohou vinnych kvasinek je podpofit rychlou,
uplnou a efektivni pfeménu hroznového cukru (glukosy) na etanol, oxid uhli¢ity, a to bez
vzniku nezadoucich chuti (napf. animalnich tont). Fermentace probiha ve dvou krocich.
Nejprve je dekarboxylovan pyruvét (finalni produkt glykolysy) pomoci enzymu
pyruvatdekarboxylasa za vzniku acetaldeyhydu a oxidu uhli¢itého. Nasledné je acetaldehyd
redukovan enzymem alkoholdehydrogenasa na etanol. Uhlik je béhem fermentace vyuzit z 95
% na tvorbu etanolu a oxidu uhli¢itého a ze 4 % na produkci sekundarnich metabolitd,

kterymi jsou pyruvat, acetat, glycerol laktat atd. a z 1 % je uhlik vyuzit pro tvorbu biomasy.

Kvasinky 1 pfi tomto pochodu pomalu rostou. Vzhledem k tomu, Ze k tvorbé etanolu je
potfeba nariist kvasinek, je zddouci, aby kvasné médium obsahovalo ur¢ité malé mnozstvi
rozpusténého kysliku (viz. PasteurGv efekt, ktery je popsan vyse). Staéi, kdyz je médium
provzdusnéno v pocatecni fazi kvaseni. Rychlost $tépeni sacharidi je zpravidla vétsi pri
anaerobnim procesu nez pii aerobnim. Kvasinky jsou schopny snaset etanol pouze do urcité
koncentrace. To ma za nasledek, Ze se rychlost fermentace vyrazné snizuje pii koncentraci
kolem 10 — 12 % obj. etanolu v médiu. Prodlouzenim trvani kvasného procesu je vSak mozné
dosahnout vys$si produkce etanolu (pfi vyrob€ japonského saké lze dosahnout koncentraci

kolem 20 % obj.) (Rychtera et al., 1987).

2.1.5.1 Spontanni kvaSeni

Pojmem spontanni kvaseni rozumime fermentaci vinného mostu zptisobenou druhy
kvasinek, které se ptirozené vyskytuji na vinnych hroznech. Spontanni fermentaci mostu
iniciuji nejdiive apikulatni kvasinky, které tvofi ptirozenou mikrofléru hrozni. Kvaseni
probiha samovolné a kromé sifeni se neprovadéji zddné dalsi zasahy (Farkas, 1983).

V prvnich nékolika dnech kvaseni tvoii apikulatni kvasinky témét 99 % populace
vSech kvasinek. Mezi nejcastéjsi apikulatni kvasinky patii rody Kloeckera, Candida,
Hanseniaspora, Candida, Debaryomyces, Metschnikowia, Pichia, Schizosaccharomyces,

Torulaspora a Zygosaccharomyces. Tyto nesaccharomycetni rody maji kromé vysoké rstové
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rychlosti i rozsahlou enzymatickou vybavu. Proteasy, glukosidasy, lipoxasy, esterasy,
glukanasy a pektinasy spolu puisobi na urc¢ité slozky mostu a dokazi velmi rychle ovlivnit jeho
chemické slozeni. Tyto enzymy mohou pozitivné ptisobit behem fermentace a zaroveni mohou
mit pfiznivy vliv na aroma vysledného vina (Furdikova et al., 2007). VyS$e uvedené kvasinky
jsou nejvice aktivni v prvni fazi fermentace, tvoii velké mnozstvi glycerolu, jsou v§ak malo
tolerantni k alkoholu a pro vétsinu z nich je limitni hranici koncentrace 4 az 5 % obj. etanolu
(Steidl et al. 2004). B&hem zvySovani koncentrace alkoholu je jejich rist inhibovan a ve
fermentaci pokracuje rod Saccharomyces, ktery vykazuje vyssi odolnost vici rostoucimu
obsahu alkoholu a mé& vysokou prokvasovaci schopnost (15 az 18 % obj. etanolu). V
terminalni fazi fermentace se populace Saccharomyces cerevisiae zmensSuje, je vSak stale
pfitomno vice nez 10® bun&k v 1 ml. Sougasti mikroflory spontanniho kvaseni mostli byvaji i
dalsi variety druhu Saccharomyces cerevisiae. S heterogenicus, S. uvarum, S. oviformis, S.
pastorianus a S. bayanus a jsou si morfologicky velice podobné, odlisuji se jen schopnosti
zkvasovat a asimilovat urc¢ité sacharidy. Rostouci koncentrace etanolu nakonec omezi i
aktivitu pfitomnych uslechtilych kvasinek, coz vede k ukonéeni fermentace (Furdikova et al.,
2007).

Je tieba si také uvédomit, ze nesacharomycetni kvasinky mohou také negativné
ovlivnit kvalitu vina tvorbou vyssich alkohold, glycerolu a tékavych kyselin nebo mikrobialné
necistych tontl. Z praxe je vSak jiz velmi dobfe zndmo, Ze vina pochdzejici ze spontanné
zkvaSenych mos$ti mohou byt pIné&jsi, disponovat plnohodnotnym buketem a nenarusenou
odriidovou charakteristikou. Pfi¢inou tohoto jevu jsou ptivodni nesaccharomycetni apikulatni
kvasinky. Rizné roéniky spontanné kvasenych vin ze stejné oblasti se mohou kvalitativné
velmi lisit. To je zplisobeno proménlivou mikroflorou na stanovisti. Za uréitych podminek
mohou mit tyto kvasinky neopomenutelny a ptiznivy vliv na chut’ a aroma vina, vzdy se v8ak

jedna o pomérné znaény risk a ekonomickou nejistotu (Svejcar, 2004).

2.1.5.2 Rizené kvaSeni

Fermentace pomoci Cistych kvasinkovych kultur se nazyva fizené kvaseni. Takova
kultura se ziskava vegetativnim namnozenim jedné jediné builky se selektovanymi
vlastnostmi. Kultura ma tedy stejnou genetickou informaci a piedstavuje tak klon. V ramci
moderniho sklepniho hospodaistvi se pouzivaji aktivni suché vinaiské kvasinky, zkracené

ASVK. Jejich pouziti je vyhodné ptedevSim pro velké objemy mostd, které rychle a
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spolehlivé prokvasi. Fermentace probiha Cisté a bez postrannich tont, bohuzel aromaticky
profil je podstatné uzsi nez pti pouziti autochtonnich kvasinek. Pii jejich pouziti je tieba mit
na paméti, ze vysledna vina z riznych oblasti a od riznych vyrobci mohou byt velmi
podobna a pusobit uniformé. To je divodem, pro¢ mnoho vinait hleda jiné zpasoby, jak
zduraznit originalitu jejich vyrobku. Urcitou alternativou mtize byt selekce a nasledné pouziti
puvodni vinohradnické mikroflory autochtonnich kvasinek ve spojeni s vyhodami ASVK.
Misto Cistych monokultur kvasinek je doporucovano uzivat smeésnych kultur, které se skladaji
ze dvou nebo vice druht ¢i kment vhodnych k vyrobé kvalitnich vin. Smésné kultury do jisté
miry nahrazuji aktivitu kvasinek spontanniho kvaSeni. Vina fermentovana pfirozené se
vyskytujicimi apikulatnimi kvasinkami nebo pifidanymi smésnymi kulturami maji bohatsi
aromaticky profil nez vina fermentovana pouze jednou cistou kulturou. Pouziti smésnych
kultur ma dal$i vyhodu v tom, ze zde neni tak velké ekonomicke riziko ve srovnani s pouzitim
neselektovanych apikulatnich kvasinek. Pii aplikaci vybranych smésnych kultur je veétsi
ptredvidatelnost vysledného produktu (Minarik, 2005).

Podle Minérika (1986) je most nejvice prokvasen za pouziti smésné kultury kvasinek.
Vznikaji tak napiiklad polosuchd az suchd vina, ktera se t&si stale vétSi oblibé. Nejvice
zbytkoveho cukru vykazovaly zakvasy, kde byly pouzity druhy Candida pulcherrima,
Kloeckera apiculata. Nejhlubsiho prokvaseni bylo dosazeno u vin fermentovanych smésnymi
kulturami: 1) Turolopsis rosei, Saccharomyces oviformis, Saccharomyces carlsbergensis, 2)
Turolopsis rosei, Saccharomyces vini, Saccharomyces carlsbergensis a 3) Turolopsis rosei,
zkvaSenych mostech pii aplikaci smésnych kultur s Turolopsis rosei, které jsou vyse zminény.
Tato vina méla dobré organoleptické vlastnosti, piedevsim piijemnou vini a chut. Vina
zaoCkovana ¢istou kulturou byla také chut'ové pfijatelna s vyrovnanou chuti, hladina alkoholu
byla vSak niz$i podobné jako U spontanné kvasené¢ho vina. Smésné kultury kvasinek, které
jsou piipraveny z oddélenych zakvasu, se béhem fermentace vinného mostu rychleji pomnozi
na zacatku kvaSeni (Saccharomyces -carlsbergensis, Saccharomyces vini). V kvasech
zakvasenych smésnou kulturou ze spole¢ného zakvasu miva pirevahu Saccharomyces
oviformis. V pribéhu kvaseni mostu, kde byla pouzita ¢ista kultura pti dostate¢ném zakvasu

(2 %) dominuje predevsim pouzity druh kvasinek.
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Pfednosti pouziti selektovanych kvasinek podle Mindarika (2005):

- rychlé zakvaseni

- bezproblémové prokvaseni celého objemu
- kvaSeni v Sirokém rozsahu teplot

- nizka tvorba pény

- mald tvorba sekundéarnich metabolitl

- schopnost vysoké produkce etanolu

- rychla sedimentace po prokvaseni

- Setrnost k stabilité barvy ¢ervenych vin

P#idéani ASVK je podle Mindrika (2005) nezbytné v t&chto ptipadech:

- pasterizovany most
- vysoka cukernatost (napiiklad u pfivlastkovych vin)
- most z nahnilych hroznu (nutné odkalit)

- u problémového kvaseni z disledku toxint z postiikt (i zde je nutné most nejdiive odkalit)

2.1.5.3 Aktivatory a inhibitory fermentace

Hroznovy most, jako surovina pro vyrobu vina, obsahuje latky, které mohou
ovlivitovat fermentaéni proces. Patii k nim enzymy, vitaminy, mineralni latky, zbytky
posttikovych chemikalii atd. Velky vliv ma také pH mosStu, cukernatost, teplota béhem
fermentace, obsah vznikajiciho etanolu a obsah kvasinkami asimilovatelného dusiku. V ramci

téchto parametrii 1ze stanovit intervaly, kdy béhem fermentace piisobi jako inhibitory nebo

vvvvvv

vvvvvv

vapnik. Bylo zjisténo, Ze tyto Ziviny jsou obsazeny v dostatecném mnozstvi praveé
V hroznovém mostu. Problém nastava az béhem fermentace, kdy se snizuje obsah biotinu,
thiaminu, inositolu a kyseliny pantothenové (Babikova, 2010). Dalsimi latkami, které jsou
uzivany jako aktivatory fermentace, jsou napiiklad extrakty z plisni Aspergillus niger,

Botrytis cinerea, Penicillium notatum zvySuji rast kvasinek a jsou hojné vyzivany v
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prumyslové vyrobé etanolu a dnes i ve vinafstvi (Ado et al., 2009). K zlepSeni ristu kvasinek
V mostu prispiva také piidavek hydrolyzovaného extrakty z kvasinek, ktery je vyznamnym
zdrojem dusiku, rastovych faktor a minerald (Ribéreau-Gayon et al. 2006).

Inhibitory kvaseni jsou latky, které snizuji rychlost fermentace i samotnou respiraci
kvasinek. Zvysujici se koncentraci etanolu se zvysi inhibice kvaSeni, pfi uré¢itém mnozstvi
etanolu dojde k uplnému zastaveni probihajiciho procesu. Dalsi vyznamné inhibitory mohou
byt latky ptitomné z diivodu oSetfeni hroznti (fungicidy a residua pesticidi) (Farkas, 1983).

Aplikovany SO je také inhibitor, ale pfedev§im pro jiné rody kvasinek nez
Saccharomyces. Inhibuje hlavné druhy s aktivné&jsim aerobnim metabolismem, napf.
apikulatni a kozkotvorné kvasinky. Naopak slouceniny obsahujici méd’ silné inhibuji rast
druhu Saccharomyces cerevisiae, a to jiz pii koncentracich 10 ppm. Organické fungicidy s
aktivnimi latkami obsahujici siru a chlor (jako jsou dichlorfluanid, folpet ¢i captafol) potlacuji
aktivitu fady kment kvasinek. Anorganické fungicidy naopak Zzadny podstatny efekt na
kvasinky nevykazuji (Barba et al., 2010). Vyznamny inhibi¢ni vliv na prabéh kvaseni maji
také nasycené mastné kyseliny C10 (kaprovd), C8 (kaprilovd), C6 (kapronova). Ovliviuji
membrénovou permeabilitu mikroorganismti a zamezuji tranzitu latek mezi moStem a
kvasinkou, kdy pak cukry obsazené v mosStu nemohou byt dale vyuzity (Ribéreau-Gayon et
al., 2006). Déle se k inhibi¢nim latkam fadi antivitaminy, které snizuji, respektive mohou
vyrusit ucinek vitamint. Déli se na latky, které s vitaminy tvoii komplexy a které jsou svoji

strukturou podobné vitaminiim a enzymy, které degraduji vitaminy (Farkas, 1983).

2.2 Technologie vyroby vina

Zjednodusené schéma vyroby vina je zobrazeno na obrazku ¢. 3. V této kapitole jsou
struéné popsany jednotlivé technologické kroky. Vznik vina je slozity proces, do které¢ho
promlouva mnoho faktori poc¢inaje polohou vinice, ptes kvalitu hroznt, technologie, pouZzité
kvasinky a zkuSenosti vinafe. Zakladni surovinou pro vyrobu vina jsou ¢erstvé vinné hrozny.
Vinobrani je v ¢eskych podminkach koncem srpna (velmi rané odridy) az konec listopadu
(pozdni odrudy). Vyjimkou je sbér hrozni v zimnich mésicich za mrazu pii vyrobé ledového
vina. Odridy révy vinné pro vyrobu vina miiZzeme zjednodusené rozdélit na bilé (pro vyrobu

bilych vin) a modré (pro vyrobu Cervenych vin).
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Nejprve probiha odzriiovani hroznt (kviali starému oznaceni bobuli jako ,,zrno").
Trapiny jsou odpadem a zpravidla jsou nasledné pouzity jako hnojivo ve vinici. Odzrnéni
musi probéhnout Setrné, aby se neposkodily pecicky v bobulich, ze kterych by se mohly
dostavat do vina nezadouci latky (tanin a chlorofyl). Takto oddélené bobule (resp. most s
naruSenymi bobulemi) se nazyva ,,rmut". Vznikly rmut se mirné zasiii (SO2 v davce 25-50mg
/1), aby se zabranilo ¢innosti nezadoucich bakterii, a necha se u bilych vin nakvaset 2 az 24
hodin a u Cervenych vin az n¢kolik dni (4 az 14). Nejcastéji se nakvasuje pii teploté 20 az 25
°C v zavislosti na zpracovavané odride. Vyroba Cervenych vin se od bilych lisi tim, Ze se
rmut lisuje az poté, co prokvasi. Tim se do rmutu vyluhuji barviva, extraktivni buketni latky,
které jsou ulozeny ve slupce bobuli. U rizovych vin se rmut z modrych hroznl necha nékolik
hodin ulezet, aby doslo k ¢aste¢nému uvolnéni ¢erveného barviva ze slupek. Poté se vylisuje a
déle zpracovava jako bilé vino. Lisovanim se oddéli most a vylisované slupky nazvané
»matoliny". Existuji rizné typy lisi; napt. vietenové, hydraulické ¢i pneumatické. Vylisnost
se zpravidla pohybuje od 60 do 80 %. Po vylisovani se mos$t odkaluje (oddéli se usazeniny —
zbytky tfapin, kalici latky atd.). Po odkaleni je zjistovan obsah cukru v mostu. V CR se
nejcastéji pouziva normalizovany mostomér (NM). Ten udava kolik kilogramti cukru je
rozpusténo v 100 litrech mostu. Vinatsky zakon povoluje pfislazovani fepnym cukrem a to
pouze u stolnich a jakostnich vin (u vin s pfivlastkem se cukernatost zvySovat nesmi). Pokud
se cukernatost zvysuje u ervenych vin, déje se to ihned po odzrnéni, aby ptidany cukr kvasil
spolu se rmutem. Ke zvyseni cukernatosti o 1 stupeit CNM, musi byt pfidano 1,1 kg cukru na
100 1 mostu. Optimalni je pomér 20-25 °NM cukru na 6-10 % obsazenych kyselin.
Sudy a naddoby na kvaSeni musi byt hygienicky ¢isté a pfed naplnénim jsou zasifeny oxidem
sifi¢itym. Kvasné nadoby jsou naplnény do tii Ctvrtin, protoZe moSt pii bouflivém kvaSeni
péni a zvétSuje svilj objem. KvaSeni miiZze nastartovat samovolné (diky kvasinkam, které jsou
jiz na hroznech na vinici). V konvenéni produkei vina se pouzivaji specialné selektované
kmeny kvasinek. Soucasnym trendem (zvlasté u bilych vin) je chlazeni kvasiciho mostu tak,
aby jeho teplota neptekrocila 18 — 20 °C. Pii této teploté se ve viné¢ uchova mnohem vice
piirodnich aromatickych latek, nez kdyby most kvasil samovolné pii vysSich teplotach, a také
dochazi k niz§imu odparu alkoholu. Kvasici most se nazyva ,burcak". V ptipadé vysokého
obsahu kyselin, zejména jablecné, ktera zptsobuje drsnou chut’, jsou pouzity bakterie, které
kyselinu jablecnou pfeméni na "neagresivni" kyselinu mlé¢nou a oxid uhli¢ity. Tento d¢j se
nazyva biologické odbouravani kyseliny jable¢né a provadi se pfedevS§im u Cervenych vin.
Nasledné probéhnou operace nazvané ,,8koleni vina“, tim se rozumi proces manipulace vina

od dokvaseni az po pfipravu k lahvovani (ptfipadné prodeji jako sudové vino). Je to zejména
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staceni (oddéleni vina od usazenych kvasnic - dlouhodobé lezeni na kalech mize zpisobit
zhorseni jakosti vina), ptidavek SOy, jelikozZ uz nevznika oxid uhlicity, ktery chranil most pfi
kvaSeni vu¢i nezadoucim bakteriim a oxidaci. Zcelovani se pouziva ke sjednoceni a
slozek, zejména zbytkového cukru, koncentrace etanolu a kyselin. Dale se provadi ¢ifeni vina
(odstranéni bilkovin a dalSich nezadoucich latek). Po usazeni sraZeniny se vino filtruje a tim
se odstrani z vina koloidni ¢astice. Takto pfipravené vino se pfecerpa do tankl na lezeni ¢i
dubovych sudu. V lezackém sklepé dochazi k vytvafeni buketu a k harmonickému vyrovnani
senzorickych vlastnosti — viné a chut’ se takzvané zaokrouhluji. Délka procesu zrani je rizna.
Vyplyva to z odrady, ro¢niku a chemického sloZeni vina. Bila vina ziskdvaji optimalni kvalitu
jiz po nékolikamési¢nim zrani a ¢ervend nabiraji své typické vlastnosti az po del§im lezeni
(dva az tfi roky) nejlépe v dubovych sudech. Nové dievéné sudy dodavaji vinu dalsi chut'ové
a aromatické latky (informace o technologii vyroby vina byla poskytnuta vinafstvim Vino

Hruska s.r.o., dostupné z <http://www.vinohruska.cz/vyroba-vina.html>).

Obr. ¢&. 3 - Technologie vyroby vina (Rychtera et al., 1987)
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2.2.1 Uloha kvasinek p¥i vyrobé vin

Jak jiz bylo popsano, nejdulezitéjsi ulohu maji kvasinky v procesu produkce alkoholu.
Déle maji vSak vliv na aroma a chut’ vin. Produkci priméarnich a sekunddrnich metabolita
vyrazné zasahuji do kvality vina.

V prvni fazi fermentace, neboli béhem spontanniho kvaSeni (prvni 2 az 3 dny) je
patrny rust kvasinek, které nepatii do rodu Saccharomyces, jednd se zejména o kvasinky
Kloeckera apiculata, Hanseniaspora uvarum, Hanseniaspora guilliermondii, Saccharomyces
beticus atd. V terminalni ¢asti fermentace (7 az 14 dni) jiz pfevlada druh Saccharomyces
cerevisiae (Pretorius, 2000). Ruznorodost pfirozené se vyskytujicich kment kvasinek muze
byt odpovédna za kvalitativni rozdilnost vin a za vznik specifickych chuti (Pérez-Nevado et
al., 2006).

Aby se zabranilo nepfedvidatelnosti fermentace, tak vinafi ptidavaji aktivni suSené
kvasinkové kultury. Technika fizeného kvaseni je enologickym standardem. Potlaceni
kvasinkovych kultur, které nepatii do rodu Saccharomyces je zadouci (vyjimkou je napf.
pfeménén na etanol a findlni produkt bude stejnorody (Tristezza et al., 2011).

Nekteré faktory siln¢ ovliviiuji alkoholickou fermentaci a v dasledku i kvalitu vina.
kompozice moStu, inokulace selektivnimi kvasinkami a jejich interakce s ostatnimi
mikroorganismy (Ribéreau-Gayon et al., 2000). Mnozstvi jednotlivych druhti kvasinek a
jejich odolnost vici vznikajicimu alkoholu je ovlivnéna teplotou. Jakékoliv teplotni zmény
tedy maji vliv na chemické a organoleptické kvality vina (Fleet et Heard, 1993). Torija et al.
(2003) uvadi, ze nizké teploty (u Cerveného vina kolem 15 °C) béhem fermentace zplsobuji
vy$si produkcei etanolu. Tvrdi také, Ze produkce sekundarnich metabolitli (napt. glycerolu) se

zvySuje se zvysujici se teplotou.

2.2.1.1 Vliv kvasinek na aroma vina

Druhové zastoupeni kvasinek pii fermentaci vinného moStu vyznamné pfispiva k
senzorické charakteristice vina. Rust kazdého druhu vinnych kvasinek se vyznacuje
specifickou metabolickou aktivitou, kterd urcuje koncentrace chutovych latek ve vyrobeném
ving. Siroké vyuziti startovacich kultur pouzivanych piedev§im kvili sniZeni rizika zkazeni a

neptfedvidatelnosti vyvoje fermentace, mize vinu zajistit vyvazenou chut, ale muize také
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zpusobit ztratu charakteristickych viini a chuti. Takze skutenym piinosem jsou startovaci
kmeny kvasinek, které byly vyselektovany na zékladé¢ védecky ovétenych vlioh pro vyrobu
vin. Pro zachovani regionalniho charakteru vin je vyhodné vyuZzivat kvasinky autochtonné se
vyskytujici pravé v dané oblasti (Romano et al., 2003).

aroma. Dokonce i malé nuance ve vyskytu tékavych latek mohou rozhodovat, zda vino bude
vysoké kvality ¢i bude-li jen bézné "stolni" vino. Jednémi z organolepticky nejvyraznéjSich
latek obsazenych ve vinu jsou thioly, pfedev§im 3-merkaptohexan-1-ol (3MH), 4-merkapto-4-
methylpentan-2-ol (4AMMP) a 3-merkaptohexyl acetat (3MHA) (Swiegers et al., 2006). Tyto
latky pozitivné ovliviuji aroma odradovych vin Sauvignon bily, Tramin, Ryzlink rynsky a
Sylvanské zelené. T¢kavé thioly se ve vinném mostu prakticky nevyskytuji a vznikaji pouze
béhem fermentacniho procesu. Kvasinky druhu Saccharomyces cerevisiae jsou odpovédny za
vznik tékavych thioll. Syntéza probihad z netékavych prekurzor téchto chemickych latek
obsazenych v mostu za ptisobeni lyas kvasinek (Darriet et al., 1995). Cim vétsi je koncentrace
prekurzori vonnych thioli, tim vétsi je koncentrace vonnych thioli ve vyrobeném vinu
(Murat et al., 2001). Naopak Dubourdieu (2006) uvadi, ze vinné kvasinky maji velmi
omezenou schopnost syntézy danych tékavych thiolt (efektivnost vyuziti prekurzort je jen
kolem 3 %). Jinymi slovy, kvasinky nemaji schopnost plné vyuzit aromaticky potencial
vinného mostu. Tim zGstava nevyuzit velky zdroj aroma hrozn.

Vyzkum prokazal, Zze mnozstvi thiolu 4MMP vzniklého béhem fermentace je zavislé
na konkrétnim kmeni kvasinek, ktery byl pouzit pro kvaseni (Dubourdieu et al., 2006). Zda se
tedy, Ze genetické a fyziologické charakteristiky urcitych kment kvasinek maji zasadni vliv
na aromaticky profil vina. Vybérem spravného kmene kvasinek miize byt pozitivné ovlivnéna
chut’ vina (Swiegers et al., 2006).

Na obréazku ¢. 4 je velmi nédzorn¢ vidét jak miize zvoleny kmen ovlivnit senzorické
vlastnosti vyrobeného vina. Most byl fermentovan 2 riznymi kmeny kvasinek druhu
Saccharomyces cerevisiae pod ozna¢enim VIN13 (modra linie) a VIN13(CSL1) (Cervena
linie). Kmen oznacen VIN13 (CSL1) vykazuje zvySenou aktivitu lyasy, ktera dramaticky
zvysila obsah tékavych thiola (Swiegers et al., 2007).
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Obr. ¢. 4 — Odlisné aromatické profily vina Sauvignon, které jsou zptiisobeny pouZitim 2

ruznych kmenu kvasinek (Swiegers et al., 2007)
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2.3 Autochtonni kvasinky

Povrch bobuli révy vinné mize byt osidlen mnoha odliSnymi kmeny kvasinek. Tyto
kmeny se nazyvaji apikulatni autochtonni kvasinky. Lze izolovat kmeny, které patii do rodu
Saccharomyces cerevisiae (Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus = S. ellipsoideus 1, 3,
4, 6, 8, 9; S. oviformis 2, 5, 7; a S. uvarum 10) a které nepatii k rodu S. cerevisiae, jedna se
zejména o: Candida spp., Hanseniaspora spp., Pichia spp., Rhodotorula spp. a
Kluyveromyces spp.(Andorra et al., 2011).

Mnozstvi kvasinek a jinych mikroorganismt na hroznu velmi zavisi na ekologickych
podminkach vinohradu (napt. pidni a klimatické charakteristiky vinice). Na kvalitativni i
kvantitativni sloZzeni mikroflory maji vliv také biologické zasahy cloveka, napt. pouZivani
pesticidd, insekticidd nebo fungicidd na vinici. Kvasinkové populace v mostu i viné€ jsou
ovlivnény naptiklad kontaminac¢ni mikroflérou zafizeni vinafskych provozoven (druhotnych
stanovist’), hygienou a sanitaci vyrobny. Dusledkem kontaminace z primyslového prostiedi
mize byt vysoky obsah kozkotvornych kvasinek ve viné. Naptiklad druhy Hanseniaspora
anomala var. anomala, Candida vini, Candida krusei, Candida pulcherrima se Casto daji

nalézt v plni¢ce a vzduchu lahvovny (Farkas, 1983).
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Kvasinky, které maji nizkou fermentac¢ni schopnost (Candida spp., Hanseniaspora
spp., Pichia spp., Rhodotorula spp. and Kluyveromyces spp.) jsou ve vinném mos$tu béhem
spontanniho kvaSeni dominantni. Nasledné¢ je vyskyt téchto kvasinek potlacen druhem
Saccharomyces cerevisiae (Pretorius, 2000). Avsak Mills et al. (2002) uvadi, ze pfi pouziti
pifimé molekularni metody (sekvenovani fylogenetickych markert), objevil aktivni populaci
rodu Hanseniaspora béhem celého fermenta¢niho procesu. Zjistil také, Ze pomoci
kultivacnich metod nebyli schopni tento rod zaznamenat. Nékteré rody autochtonnich
kvasinek se projevuji jako vhodné kultury pro vyrobu vina. Existuji tedy tendence k jejich
komer¢nimu vyuziti ve vinafstvi. Bylo prokazano, Ze obohacuji aromaticky profil vina
(Capece et al., 2005). Druhy Hanseniaspora guilliermondii a Hanseniaspora uvarum
spole¢né se startovaci kulturou Saccharomyces cerevisiae byly testovany béhem nékolika
fermentaénich pokust. Prezentované vysledky této studie poukdzaly na fakt, ze rlst pfirozené
se vyskytujicich kvasinek béhem prvnich n€kolika dni zvysil produkci zadoucich latek, jako
jsou napfiklad estery. Bylo zjisténo, ze kultura H. guilliermondii ve vinném mostu velmi
zvysila hladinu 2-fenyletylacetatu, zatimco H. uvarum zvysila hladinu isoamylacetatu. Oba
zminéné estery jsou zadouci v bilych vinech. Ester 2-fenyletylacetat vytvaii ve vinu aroma
rizi a ovoce a ester isoamylacetdt vytvaii aroma banidnt a hruSek (Moreira et al., 2008).
Naopak Furdikova et al. (2010) uvadi, Ze nevyhodou fermentace pomoci apikulatnich
autochtonnich kvasinek (jako napt. rod Hanseniaspora) mize byt odli$na kvalita vyrobeného
vina v riznych letech. Proto jsou nejcastéji pouZivany tzv. startovaci kultury S. cerevisiae.
Aplikace kvasinek s definovanymi vlastnostmi umoznila opustit od nepiedvidatelného
fermentacniho procesu a zavést biologicky regulovatelné technologické procesy vyroby vina.

Cisté kultury kvasinek, které se oznaduji jako aktivni susené vinné kvasinky (ASVK)
se ve vinafstvi vyuZzivaji uz takika padesat let. Od sedmdesatych let dvacatého stoleti jsou
béZnou soucasti vinafské praxe. Soucasna vyroba ma k dispozici n€kolik desitek komerénich
preparati ASVK. VétSina téchto kmend pochéazi ze zahrani¢i (Némecko, Francie, Itlie,
Kanada, Australie, Jihoafricka republika) a jsou to produkty $pi¢kovych svétovych laboratofi.
Tyto kmeny maji nepochybné vynikajici technologické vlastnosti, ale jejich univerzalni
pouziti ve vinafstvi pozménuje charakter vina typicky pro kazdou vinohradnickou oblast a
vina tak ptisobi uniformné (Furdikova et al., 2010).

Odridy révy vinné vysazené na zdkladé dlouhodobych zkuSenosti vinohradnikt
piinaseji plody, které v sob¢€ nesou jak pecet’ konkrétniho kraje (terroir), tak 1 urcité odridové
pojmenovani. Univerzalni aplikace kmeni ASVK vSak zpusobuje, Ze se do mostu dostavaji

mikroorganismy, které pochazi nejen z jiné vinohradnické oblasti, ale dokonce z jiného
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kontinentu. Je naprosto bézné, ze se malokarpatské mosty fermentuji jihoafrickymi ¢i
italskymi kvasinkami. O terroir, v souvislosti s komer¢nimi kmeny ze zahranici, tedy neni
mozno vibec hovoiit (Duréanska et al., 2010). ReSenim jak dokonale zachovat originalitu a
zaroven kvalitu vina je aplikace definovanych kment kvasinek, které pochazi ze stejné oblasti
jako bobule ur¢ené na vyrobu vina. Autochtonni kvasinky jsou pfirozenou souc¢asti mikroflory
dané lokality. Bylo prokazano, Ze v riznych vinicich jsou zastoupené riznorodé kmeny rodu
Saccharomyces cerevisiae a dominantni kmen byva pro kazdou odrtdu jiny (Furdikova et al.,
2010). Kazda vinohradnicka oblast ma charakteristické kvalitativni a kvantitativni zastoupeni
rodii a kment kvasinkovych kultur a autochtonni kvasinky jsou tak geograficky jedinecné.
Pouziti selektovanych autochtonnich kment S. cerevisiae s piesné definovanymi a
technologicky vyhovujicimi vlastnostmi, pfinasi vyhody regulovaného kvaseni pomoci ¢isté

kultury a sou¢asné piispiva k zachovani originality vina — terroir (Durdanska et al., 2010).

2.3.1 Izolace a selekce autochtonnich druhu

Pied zacatkem procesu izolace autochtonnich kvasinek S. cerevisiae je rozhodujici
vybrat vinice bez kontaminace komerénimi kmeny vinnych kvasinek. Kultury kvasinek je
nutné piesné identifikovat na troven rodu, druhu a kmene, protoze primarnim kritériem pro
vybér Cistych kultur je ptislusnost kmene k druhu Saccharomyces cerevisiae. Jednotlivé
kmeny je nasledné nutné charakterizovat, ovéfit jejich technologické vlastnosti a vybrat jen
kmeny s vhodnymi charakteristikami. Vybrané kmeny s nejvhodnéjSimi technologickymi
vlastnostmi je nutné ovéfit téZ v praxi pfi redlné vyrob& vina. Pfi aplikaci autochtonnich
kmenti se musi zachovavat princip terroir — surovina (bobule) a kmen kvasinek urc¢eny na jeho
fermentaci maji shodny geograficky ptivod. AZ po prvni skute¢né aplikaci kmene, chemické a
senzorické analyze vyrobeného vina je mozné s jistotou prohlésit, ze je kmen na vyrobu
konkrétniho vina vhodny (Furdikova et al., 2010). Abychom se vyhnuli pochybné nebo
nespravné identifikaci, pouzivaji se genetické metody, které¢ jsou piesnéjSi nez kultivacni.
Tyto metody jsou napi. RFLP - metoda polymorfismu délky restrikénich fragmentd, PCR -
metoda polymerdzové fetézové reakce. Tyto identifikani nastroje jsou rutinné pouzivany pro
identifikaci kvasinkovych mikroorganismt izolovanych z potravin (Guillamon et al., 1998).

Pti dodrZeni standardnich laboratornich podminek kultivace se transkripéni profil
autochtonnich vinafskych a laboratornich kmenti kvasinek velmi vyrazné odliSuje v

transkripci nékolika malo genl, kterym jsou pfi¢itdny vlastnosti vinaiskych kvasinek
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(tolerance vysokého obsahu alkoholu a jednoduchych sacharidt, atd.). Bylo dokazano, ze
autochtonni kmeny jsou mnohem vice ,,kolonizovany* transposony nez kmeny laboratorni.
Transposony by mohly byt pouzity jako vhodny marker pro rozliSeni vyuzivanych kment na
molekularni drovni (Hauser et al., 2001). Jak uvadi Capece et al. (2005) mnoha studiemi byl
zjistén velky piinos téchto uvedenych molekularnich metod, které jsou podle néj relevantni

pro identifikaci kvasinek ze zakvast.

2.3.2 Pouziti selektovanych autochtonnich kvasinek pro vyrobu vin

Prvni vyroba vina pomoci autochtonnich kmenu S. cerevisiae izolovanych tymem
profesora Malika se uskutecnila v roce 2006 ve vinafstvi Znovin Znojmo, a.s. Byly izolovany
dva kmeny rodu Saccharomyces cerevisiae. Kmen Stosikovice SG byl izolovan z vini¢ni trati
U tfi dubii a byl pouZit na vyrobu odriidového vina Sauvignon. Druhym izolovanym kmenem
byl kmen StoSikovice RR, ktery byl izolovan také z vini¢ni trat€ U tfi dubii a byl pouZit na
vyrobu odridového vina Ryzlink rynsky v moravské vinatrské spolecnosti. Vznikly tak dvé
vina — Ryzlink rynsky Terroir Levure a Sauvignon Terroir Levure. Obé vina prokazala na trhu
svoji Zivotaschopnost a Znovin Znojmo, a.s. s aplikaci autochtonnich kultur pokracuje i v
dalSich rocnicich. Po roce nasledovala ptiklad Znovina dal$i moravskd spole¢nost Sonberk
a.s., Popice, ktera v praxi vyuziva pét autochtonnich kmenut S. cerevisiae. Prvni ,,kompletné*
terroir vina Sauvignon a Ryzling rynsky s oznaceni ,,Original Yeast“, vySla v ro¢niku 2007 a
hned méla tspéch. V roce 2007 byly aplikované do praxe i dalsi kmeny, a to na vyrobu vin
Racianského vinohradnického spolku v Bratislavé. V roce 2008 se zacalo s aplikaci
autochtonnich kmenti v moravském vinaistvi Josefa Valihracha, ¢imz v Krumvifi vznikla
origindlni (autentickd) vina Chardonnay, Palava a Ryzlink rynsky. Karpatska Perla, spol. s.
r.o. aplikovala v roce 2008 dva autochtonni kmeny a v edici Varieto tak na trh pfislo vino
Devin s oznacenim ,,Originalne kvasinky*“. V roce 2009 se v této spolecnosti autochtonni
kmeny S. cerevisiae nepouzily jen na vyrobu suchych vin, ale i na vyrobu ledového vina
Palava (Duréanska et al., 2010).
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2.4 Autentické vino

Autenticka vina se vyrabéji podle urcitych zasad, které splituji dodrzeni skute¢né
autenticity vina. Mezi vinem vyrobenym za pouziti selektovanych autochtonnich kvasinek a
mautentickym vinem* je rozdil vtom, Zze pro vyrobu ,autentického vina“ nebyly pouzity
selektované kvasinky. Je kladen diiraz na vyuziti mistnich zdroji (vCetné¢ rozmanitych druht
autochtonnich kvasinek) z jednoho ur¢itého vinohradu. Vinna réva by se méla péstovat
v ekologickém rezimu dle pravidel platnych pro biodynamickou ¢i bio produkei. V ramci
systému oSetfovani vinic se nepouzivaji systémové pesticidy (insekticidy, fungicidy,
herbicidy ani akaricidy). Bobule musi byt zpracovavany co nejSetrnéji. Fermentace
autentickych vin probiha spontanné diky apikulatnim autochtonnim kvasinkam z bobuli a také
kvasinkdm piitomnym v ramci sklepniho zafizeni. Do procesu nejsou pfidavany enzymy ani
taniny. Autentickd jsou bézné vyrabéna podle tradi¢nich zptsobtl, jakymi vina vyrabéli nasi
ptedci. Kvasi v sudech (bilé odridy), nebo ru¢nim mestovanim (ponofovani a rozbijeni horni
vrstvy slupek) rmutu v otevienych kéadich (Cervené odridy). K vyrobé nékteti vinafi dokonce
pouzivaji i velké kameninové nadoby, které se jiz nepouzivaji né€kolik set let. Vysledny
produkt po skonéeni fermentace neni ¢efen ani filtrovan. Vino se necha ptiblizné jeden rok
»lezet™ na kvasech. Oxid sifi€ity ¢i jina antioxidacni ¢inidla se smi pouZit jen pfi staceni vin
do nerezovych nebo sklenénych nadob. Pokud jsou splnény vSechny pozadavky, vino smi byt
ozna¢ené znackou ,,A“, kterd se umist'uje na hrdle lahve (viz obr. ¢. 5). Produkovana vina
ovliviiuje 1 opousténi tradi¢nich, svazitych vinicnich trati, které byvaji substituovany
rovinatéj$§imi polohami, kde se réva nikdy v minulosti nepéstovala. Disledkem téchto praktik
je jiné kvalita vina, ale také zartistajici Ubo¢i, jejichZ vinohrady po cela staleti dotvarely genia

loci jihomoravské krajiny (dostupné z http://www.autentiste.cz/).

2.4.1 Autentisté

Jako Autentisté se oznacuji vinafi, ktefi zalozili spolek tuzemskych vinait, ktery se
zabyva vyrobou ,,autentického vina“ z lokalnich zdroju (podrobnéjsi informace o spolku
Autentisté jsou dostupné na http://www.autentiste.cz/). Pokud vinaf splni pozadavky
»autentického vina* smi byt oznaceno znackou ,,A“, ktera se umistuje na hrdle ldhve (viz.
obr. ¢. 5). Hlavnim cilem Autentisti podle vinate Richarda Stavka je ,,Vino, v némz se co

nejjimavéji odrazi duch mista zachyceny osobitou rukou vnimavého vinate®.
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Zakladni pravidla zdvazna pro ¢leny sdruZeni Autentisté:

Ve vinohradé:

1. Uptednostituji se postupy pestovani révy zohlednujici principy ekologického zemédélstvi
2. Vylucuji se veskeré herbicidy

3. Vylucuji se veskeré syntetické insekticidy a akaricidy

4. Vylucuji se systémové fungicidy a oSetfovat je mozno pouze ochrannymi prostiedky a
pomocnymi latkami schvalenymi pro biologické vinohradnictvi

5. Zakazuje se aplikace syntetickych hnojiv

6. Upfednostiiuje se vysadba a péstovani autochtonnich a tradi¢nich stfredoevropskych odriad
nebo odriild umoznujici uplatnit v péstovani révy vyse uvedené postupy

7. Stanovuje se minimalni pocet 5000 jedinct na hektar pti novych vysadbach

8. Maximalni vynos z hektaru nesmi piekrocit 50 hl

9. JelikoZ jsou autentickd vina viny rukodélnymi, vylucuje se jiny neZ ru¢ni sbér

10. Cilem je zvySovat dlouhodobou tirodnost a biologickou aktivitu pidy

Ve sklepé:

1. Vylucuji se veskeré geneticky modifikované organismy a aditiva s jejich pouzitim
vyrobena. Pii vyrobé& se uptfednostiiuji biologické, fyzikalni a mechanické postupy pied
chemickymi. Vylucuje se vsak flotace. Cilem je chranit Zivotni prostfedi, minimalizovat
spotiebu energie a tvorbu odpada

2. Vylucuji se veskeré selektované kvasinky. MoSty kvasi spontanné pomoci autochtonnich
mikroorganismu pfitomnych na hroznech a ve sklepé

3. Vylucuji se vSechny cizorodé produkty jako uméla vyziva pro kvasinky, pfidané enzymy ¢i
4. Zakazuje se zahu$t'ovani mosti pomoci reverzni osmozy etc.

5. Zakazuje se ptfidavani tanint do ¢ervenych 1 bilych vin

6. Upfednostiiuje se fermentace a zrani v dievénych, keramickych ¢i sklenénych nadobach
7. Vylucuje se ostra filtrace vin

8. Veskery SO2 v suchych bilych vinech nema piekrocit 100 mg/1, u ¢ervenych 80 mg/1

9. Plati zakaz odkyselovani (pfikyselovani) a zvysovani alkoholu pomoci sacharosy
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Obr. ¢&. 5 - Logo ,,autentického vina“ (dostupné z http://www.autentiste.cz/)

2.5 Terroir

Terroir je spoluplisobeni charakteristik mista, které jsou dany vlivy podlozi, ptdy,
pocasi, vody a také autochtonnich mikroorganismil (napf. plisni a kvasinek). Nékteré definice
uvadeji i vliv lidského faktoru (vybér odridy, vinohradnické techniky a také vybér Cistych
kultur kvasinek pro naslednou fizenou fermentaci). Myslenka charakterizujici terroir vznikla
na zakladné francouzského "Appellation d'origine controlée" (AOC). Tento systém byl
vzorem pro vytvotreni pravnich ptredpist tykajicich se produkce vina po celém svété. Rozsah
vlivu, ktery skute¢né terroirni charakteristika ma na konkrétni vino, je stale kontroverzni

(Robinson, 2006).

2.6 Region VOC Modré Hory

Vina originalni certifikace (VOC) jsou specifické tim, Ze hrozny, ze kterych jsou tato
vina vyrobena, pochazeji vyluéné z vinic leZicich ve schvélenych polohach daného regionu.
Vinafi sami vyberou vinafské trati, které jsou pro vyrobu VOC nejvhodnégjsi. Tento piisny
vybér poloh s originalnim pidnim sloZzenim dava vinim jedine¢né vlastnosti. Do systému
sdruzeni vina hodnoti, ovétuji ptivod hroznii a charakter vyrabénych vin.

Oznaceni vin VOC existuje soubézné s tzv. germanskym systémem déleni vin na
jakostni, jakostni s ptivlastkem atd. Oznaceni VOC je obdobou apelacnich systémi uzivanych

v jinych vinafskych zemich, jako je Francie (AOC), Italie (DOC) ¢i Rakousko (DAC).
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Zatimco germansky systém vyvozuje kvalitu vina pfedevsim z cukernatosti hroznt, apelacni
(romansky) systém se soustiedi na pfedstaveni maximalnich moznosti dané odridy v misté
jejiho péstovani. Dne 10. 5. 2011 bylo Ministerstvem zeméd¢€lstvi Ob¢anskému sdruzeni
Modré Hory udéleno povoleni ptiznavat oznaceni VOC. Po splnéni vSech zdkonem danych
podminek tak bylo ud&leno prvni VOC v Ceské republice, které bude vyrabét VOC vina
pouze z modrych odriid révy vinné. Vinafi regionu zvolili tfi nejpéstovanéjsi tradi¢ni odrady:
Frankovka, Svatovaviinecké a Modry Portugal. Z téchto odriid jsou dnes uvadéna na trh
cervend vina po 18 mési¢nim zrani a mlad4 rosé vina. Vzniklo tedy zajimavé doplnéni ke
stavajicimu VOC Znojmo, které je zalozeno na tfech odradach bilych a VOC Mikulov, které
zahruje odrady bilé 1 modré. Obcanské sdruzeni VOC Modré Hory momentalné sdruzuje
vinafe zpéti vymezenych obci. Jedna se o obce Boietice, Kobyli, Ném¢icky, Velké
Pavlovice, Vrbice. Tyto obce jsou spolu historicky spjaté spoleénou socioekonomickou
sférou. Oblast tohoto regionu je velmi kopcovita. Vinice se tdhnou az k samym okrajum
Zdanického lesa, kde se dobie dafi pravé modrych odriidam, které v téchto piidach nalézaji
také vysoké obsahy vapniku a hot¢iku. Tyto prvky jsou dilezité pro dokonalé dozrani hrozni.
Nadmotska vySka vinic se pohybuje pruimémé od 200 do 300 m. n. m. Tento region je
odbornou vinaiskou vefejnosti chapan jako srdce péstovani modrych hrozni v Ceské
republice, zalozeni VOC postaveného na modrych odriidach tedy bylo nasnadé. MySlenku
vzniku VOC podpofil také Prof. Vilém Kraus, CSc., ktery je tvircem nazvu ,,Modré hory*.
Na tomto uzemi poté vznikl Dobrovolny svazek obci Modré hory, ktery pomoci jednotlivych
sdruzenych obci podporuje propagaci Gzemi. Byl tak dan zaklad vinatské turistiky tohoto
VOC regionu. Myslenku VOC na tomto tzemi zacal v roce 2007 kultivovat Ing. Jan Stavek,
Ph.D., jeden ze zakladajicich ¢lenti a soucasny predseda o. s. VOC Modré Hory. Z dalSich
zakladajicich ¢lenti obéanského sdruzeni je mozné jmenovat napt. Vinarstvi Jedlicka a Novak
Boftetice, Vinafstvi Sedla¢ek Vrbice, Vinaistvi Lacina Velké Pavlovice nebo Patria Kobyli.
V soucasné dobé muze vina VOC Modré Hory produkovat pouze 20 vinait ze 130 ha

vybranych vinic (Dostupné z <http://www.vocmodrehory.cz/>).
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3 Hypotéza

Vinné kvasinky se v ptirod¢ nachazi na povrchu vinné révy i v pidé pod rostlinami.
Vinafi nejcastéji pouzivaji aktivni suSené kvasinky, které nejsou pro danou oblast produkce
pivodni a maji univerzalni vyuziti. Bohuzel pozménuji charakter vina typicky pro jednotlivé
vinohradnické oblasti a vina tak casto ptisobi uniformné.

Byla stanovena hypotéza, ze kmeny, izolovany z vinohradid VOC Modré Hory, budou
mit jiné vlastnosti oproti komerénimu kmeni. Dale jsme piedpokladali, ze autochtonni
kvasinky vyizolované v této préci budou vykazovat variabilni fermenta¢ni schopnosti pii
kvaSeni rtiznych vinnych mosti. Dals§i hypotézou bylo, ze na vinohradu bude pestiejsi
druhové slozeni a nebudou izolovany pouze kmeny druhu Saccharomyces cerevisiae, které se
vyhradné vyuZzivaji jako startovaci kultury. V ramci souboru testovanych kvasinek bude
variabilita ve fermenta¢ni schopnosti. Kultury mohou obohatit pestrost produkovanych vin

Z dané vinaiské oblasti.
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4 Cil prace

Autochtonni kvasinky ptedstavuji novy rozmér v produkci originalnich (terroirnich)
vin. Izolace, testovani a nasledné pouziti ptvodnich kvasinek jiz dnes patii mezi slibné
praktiky k dosazeni pestiejsi palety vin, které vynikaji svymi specifickymi vlastnostmi.

Cilem této diplomové préce bylo porovnani vlastnosti a fermenta¢nich aktivit u kment
kvasinek vyizolovanych z vinaiského regionu VOC Modré Hory pii kvaSeni mostu z riznych
odrid révy vinné. Kvasinky byly identifikovany a charakterizovany pomoci biochemickych a

molekularné-biologickych metod.
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5 Material a metody

V experimentalni ¢asti diplomové prace byly pouzity autochtonni kvasinky izolované
Z piirozenych zakvast z riznych vini¢nich trati regionu VOC Modré Hory. Kvasinky byly
charakterizovany a identifikovany pomoci souprav firmy bioMeérieux ur¢enych pro kvasinky.
Pro dosazeni presngjsi identifikace byly kmeny analyzovany molekularné genetickou
metodou rep-PCR. Nasledné byly vybrané kmeny zaockovany do vinnych mosti riznych
odrid vin. Po ukonéeni faze bouflivého kvaSeni byl stanoven obsah alkoholu a zbytkoveho
cukru v mostu.

V tomto experimentu bylo pouzito 34 vyizolovanych kment autochtonnich kvasinek
ze 7 riznych vini¢nich trati (seznam je uveden nize) V rdmci jednoho vinatfského regionu

VOC Modré Hory. Z kazdé vini¢ni traté byly kmeny izolovany pomoci Malt Extract agaru
(Oxoid).

Vini¢ni traté, ze kterych byly odebrany vzorky (nadmorska vyska):
Bocky (270 m. n. m.)

Kolberk (280 m. n. m.)

Novoséady (230 m. n. m.)

Rizeny (242 m. n. m.)

Staré Hory (232 m. n. m.)

Vesely (245 m. n. m.)

Zbavce (261 m. n. m.)

5.1 Charakterizace a identifikace kvasinek pomoci

biochemickych souprav

Fermentacni profily izolovanych kment byly analyzovany za pouziti dvou
identifikacnich kitd: API ID 32 C a API 20 C AUX. Pro identifikaci kmenti autochtonnich
kvasinek na zakladé¢ analyzovanych fermentacnich profili byl pouzit identifikacni software
APIWeb (bioMérieux).

Nasledné byly testovany enzymatické aktivity u jednotlivych kmeni. Byl pouzit Kit
APl ZYM od firmy bioMériuex. Pii pouziti biochemickych souprav bylo postupovano podle

pokynt vyrobce.
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5.1.1 Identifikacni kit API 20 C AUX

Kvasinky byly ockovany do 20 jamek testu. Fotografie testu je vidét na obrazku €. 6.
Inokulum bylo pfipraveno tak, aby byl zékal suspenze odpovidajici 2. stupni zakaloveé
stupnice McFarlanda. Test byl inkubovan 48 hodin pii teplot¢ 30 °C. Po 48 hodinach
kultivace byl porovnan rist v kazdé jamce s jamkou standardu. Vysledky byly zaznamenény a

nasledné vyhodnoceny pomoci softwaru APIWeb (pies webové rozhrani).

Obr. &. 6 - API 20 C AUX (dostupné z http://www.biomerieux-industry.com)
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5.1.2 Identifika¢ni kit API ID 32 C

Tato metoda je velmi podobna metod¢€ predeslé, obsahuje vSak o 12 jamek se substraty
vice (32). Do jamek se substraty piipraveného testovaciho prouzku byla nanesena suspenze
kvasinek odpovidajici 2. stupni zakalove stupnice McFarlanda. Fotografii testu lze vidét na
obrazku ¢. 7. Inkubace probihala 48 hodin pfi teploté¢ 30°C. Po 48 hodinach byla aktivita
jednotlivych kmenii vyhodnocena a nasledné byly tyto kmeny identifikovany pocitacovym

programem APIWeb.

Obr. €. 7 - API ID 32 C (dostupné z http://www.biomerieux-industry.com)
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5.1.3 Identifikacni kit API ZYM

Pro enzymatické testovani touto metodou bylo vybrdno 23 kment na zakladé
predeslych identifika¢nich testi a 1 komer¢ni kmen jako srovnavaci vzorek. APl ZYM je
mikrometoda urcena k zjisténi enzymatickych aktivit mikroorganismi. Testovaci prouzek
obsahuje 19 testovacich jamek se substraty a 1 kontrolni jamku standardu. Na obrazku ¢. 8 je
fotografie tohoto testu. Inokolum bylo piipraveno tak, aby odpovidalo 5. stupni McFarlanda.
Do kazdé jamky testu byla napipetovana suspenze kvasinek. Inkubace pfipravenych
testovacich prouzkt probihala 4 hodiny pfi teploté 37 °C. Na zavér byly do kazdé jamky
piidany reagencie ZYM A a ZYM B. Po uplynuti 10 minut od aplikace reagencii byly, na
zaklad¢ barevnych zmén, vysledky vyhodnoceny.

Obr. ¢. 8 - APl ZYM (dostupné z http://www.biomerieux-industry.com)
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5.2 Molekularné genetické metody

5.2.1 lzolace DNA kvasinek pro PCR

Pro PCR analyzu bylo vybrano 22 kment, u kterych se vysledky biochemickych testl
nejvice lisily. Aby bylo mozné analyzovat DNA, bylo nejprve tieba vyiozolovat DNA
z vybranych kment. Do 2 ml eppendorfky byl napipetovan 1 ml narostlé kultury a nasledné
byl na 2 minuty centrifugovan pii otd€kach 14 500 za minutu. Vznikly supernantan byl
odstranén a k sedling bylo pfidano 100 pl PrepManUltra (Applied Biosystems). Takto vznikly
vzorek byl protfepan po dobu 30 sekund. Vzorky byly umistény do termobloku pfi teploté
100 °C na 10 minut. Dale byl obsah zkumavek ochlazovan pti pokojové teploté po dobu 2

vvvvv
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jiné oznaCené eppendorfky. ldentifikace v ramci této prace byla zalozena na metodé

amplifikace repetitivni sekvence genti.
5.2.2 rep- PCR

Metoda rep-PCR (repetitive sequence-based PCR) je zaloZzena na vyhodnoceni PCR
produktii ziskanych pomoci primert komplementarnich ke kratkym repetitivnim sekvencim,
které se vyskytuji v genomech mikroorganismu. Izolovand DNA z kvasinkovych kultur byla
amplifikovana pomoci rep-PCR za pouziti primeru (GTG)s (5" GTG GTG GTG GTG GTG
3"). PCR produkty byly elektroforeticky rozdéleny na 1,5% agarosovem gelu.

Reak¢ni smés pro PCR byla vytvoiena takto:
1) 10,5 ul deionizované vody (Water nucleotic free)
2) 12,5 ul PCR mixu (Dream Taqg Green master mix)
3) 1 pl primeru
4) 1pl DNA

Vzorky sreakénimi smésmi byly umistény do termocykléru. Udaje o procesu

probihajicim v termocykléru jsou zaznamenany v tabulce ¢. 1.

Tab €. 1 - Program termocykléru

Proces te(elc?;[ a ¢as (min) | Pocet cykli
Pocatecni
denatgracej 95 7 1
templatové
DNA
Denaturace 90 3
Hybridizace 40 1 45
Elongace 65 8
Zavéretna 65 16 1
elongace
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5.2.3 Gelova elektroforéza

K elektroforetické separaci byl pouzit 1,5% agarosovy gel tvofeny 100 ml TAE pufru
(0,75 x koncetrovany) v némz bylo rozpusténo 1,5 g agarosy. Do gelu byl pfidan roztok (Gel
Red Nucleic Acid; Biotium) pro vizualni detekci fragmentii DNA. Nasledné byl gel nalit do
pfipravené elektroforetické vany opatfené¢ hiebinkem pro tvorbu jamek na vzorky. PO
zatuhnuti byl na gel nalit TAE pufr a do vzniklych jamek bylo pipetovano 2 x 11 vzorka a 2 x
velikostni marker. Poté byla elektroforéza spusténa. Elektroforetickd separace probihala pod
stalym napétim 80 V jednu hodinu a padesat minut. Nakonec byl gel vloZen do vizualiza¢niho

zatizeni Biorad, prosvicen UV zafenim a zachycen pomoci softwaru Quantity One.

5.3 Testy fermentacnich schopnosti vybranych kvasinek

Testy fermentac¢nich schopnosti jednotlivych druhti kvasinek v riznych odridovych
moStech o rozdilné cukernatosti byly pouzity pro zjisténi vytéZnosti etanolu, zbytkového

cukru a obsahu metanolu. Kazdy most mél rizny obsah ptitomnych jednoduchych sacharida.

5.3.1 Pouzité odridy a jejich cukernatost

Byly pouzity odridy ze dvou riznych lokalit:

1) Vinatska oblast Mélnik
2) Vinafské oblast Karl$tejn

Seznam pouzitych odriid na vyrobu mosti a lokalit odkud hrozny pochézely je uveden
v tabulce €. 2. U kazdé z odridy byla provedena pasterace, pro zajisténi Cistoty kvaseni bez
pfirozen¢ se vyskytujicich mikroorganismi ve vylisovaném moS$tu. Nésledné byla zméfena
cukernatost u kazdého mostu pomoci refraktometru. Zadny z mostd nebyl dodatetnd

doslazovan ani nebyla pfidana zadna aditiva, ktera by ovlivnila prabéh fermentace.
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Tab. €. 2 - Pouzité odridy na vyrobu mosti

5.3.2 Piiprava moSti

Nejprve byly bobule omyty vodou pro odstranéni potencialnich zbytka postiikt, které
by mohly ovlivnit pribéh fermentace. Nasledné¢ byly bobule rozemnuty a pies platno
vylisovan surovy most. Kazdy most bylo nutné pasterovat, zchladit a zméfit refraktometricky
obsahy cukru. Celkovy pocet ptipravenych vzorkli vychazi z mnoZstvi pouzitych mosti a
vybranych autochtonnich kvasinek. Bylo vybrano 10 riznych mosti a 8 kmenti kvasinek.
Celkovy pocet vzorki ¢inil tedy 80. Pouzity objem vzorkovnic byl 100 ml a bylo davkovéano

50 ml odradového mos$tu do kazdé ze vzorkovnic.

Nazev mostu Lokalita
Muskat Mélnik
Semling M¢lnik

Tramin ¢erveny Mg¢lnik
Sv. Vaviinec Mélnik
Dornfelder Me¢lnik
Hibernal Me¢lnik
Mdller Thurgau M¢lnik
Modry Portugal Karlstejn
Dornfelder Karlstejn
Smés odrud Mélnik

5.3.3 Refraktometrické méreni cukru

Pro méfeni cukernatosti mostl a vyslednych kvast byl pouzit refraktometr RWNI10 —
ATC, ur€eny specidlné pro vinatrské ucely. Bylo pocitano se stupnici Brix, kde 1 stupeii °Bx

znamena 1 % rozpusténého jednoduchého cukru v roztoku. Stupnice refraktometru je

diferenciovana na desetiny stupiiti °Bx.
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5.3.4 Pouzité kvasinky

Bylo pouzito sedm vybranych kment izolovanych ze sedmi riznych vini¢nich trati
z vinaiské obce Némcicky v regionu VOC Modré Hory. Z kazdé vini¢ni trati byl pouzit jeden
kmen. Pro srovnani byl také testovan jeden komeréni kmen bézné dostupny ve vinatskych
prodejnach. Seznam vybranych kmenta pro fermenta¢ni experiment je zaznamenan v tabulce
¢. 3.

Tab €. 3 - Kmeny pouZité pro testovani fermenta¢nich schopnosti

Pouzité kmeny pro fermentace
Bocky 4
Kolberk 3
Novosady 5

Rizeny 4
St. Hory 1
Vesely 2
Zbavce 1

Komeréni kmen

5.3.5 Fermentace

Kazdy testovany kmen byl kultivovan na Malt Extract agaru (Oxoid) a poté byla
ptipravena kvasinkova suspenze pro zaockovani mostd. Stér kultury z kultivaéni Petriho
misky byl rozpustén ve fyziologickém roztoku. Pro kmen bylo dosazeno hodnoty
turbidimetrie 8,2. Do kazdé vzorkovnice obsahujici 50 ml vinného moStu bylo zao¢kovano
0,1 ml kvasinkového média. Vzorkovnice byly umistény do termostatu pii teploté 24 °C za
nepftistupu svétla.

Prvni vzorky z fermenta¢niho procesu byly odebrany po 7 dnech, a to po skonceném
primarnim (bouflivém) kvaseni. Dalsi vzorky pro analyzu obsahu alkoholu a cukrid byly

odebrany po 15 denni fermentaci.
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5.3.6 Analytické metody pouzité pro vyhodnoceni

5.3.6.1 Plynovéa chromatografie

Plynovéa chromatografie je separa¢ni metoda, kde se od sebe oddéluji slozky obsazené
ve vzorku. Uplatiuje se pro organické, lehce zplynitelné latky, které nedegraduji vysokou
teplotou. Stacionarni faze interaguje s unaSenymi slozkami vzorku, Kkteré jsou unaseny
mobilni plynnou fazi. Ne&které slouceniny se tedy pii pohybu zdrzuji. Nejdiive jsou
detekovany slozky, které méné interaguji se stacionarni fazi a postupuji tak kolonou rychleji.
V této diplomové préaci bylo analyzovano plynovou chromatografii 80 vzorkti na obsah

etanolu a metanolu po 7 dnech fermentace.

Nejprve byla sestavena fedici fada standardt, na jejimz zakladé byla vytvofena
kalibra¢ni kiivka. Zavislost koncentrace analytu standardi a analytického signalu byla
linearni. Rozmezi zvolenych standardizovanych koncentraci pokryvalo cely rozsah
stanovovaného analytu. Do vialek pro standardy bylo aplikovano 0,5 ml standardu o
pozadované koncentraci etanolu ¢i metanolu a byly doplnény 0,5 ml roztoku interniho
standardu (1% roztok aceton-nitrilu) ke zpfesnéni analyzy. Standardy s etanolem byly
pfipraveny v koncentracich 1%, 2%, 5%, 10%, 20% (etanol v hmotnostnich procentech a
destilovand voda). Standardy metanolu v destilované vod¢ téz vyjadfené v hmotnostnich
procentech: 0,5%, 1%, 2%, 5%, 10%. Do kazdé z 80 vialek pro vzorky bylo napipetovano 0,5
ml ptislusného vzorku a doplnéno 0,5 ml vySe zminéného roztoku interniho standardu.

Piipravené vzorky byly analyzovany plynovym chromatografem Agilent 6890N
s autosamplérem, ktery je zachycen na obrazku ¢. 9. Detekované hodnoty byly zaznamenany

a prepocteny programem Agilent ChemStation.
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Obr. ¢. 9 - Plynovy chromatograf Agilent 6890N (dostupné z http://www.agilent.com)
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6 Vysledky

Kvasinky testované v této praci byly izolovany zrozkvaSeného vinného moStu
pochazejiciho z VOC Modré Hory béhem faze boutlivého kvaseni pomoci Malt Extract agaru
(Oxoid). Bylo izolovano celkem 34 kmenu kvasinek. Vybrané kmeny byly charakterizovany
enzymatickymi a fermenta¢nimi testy. Charakterizace byla provedena pomoci 3 odlisnych
typt mikrotest od firmy bioMérieux. Na zakladé téchto charakteristik byly kmeny
identifikovany pomoci pocitaCového programu APIWeb (bioM¢érieux) pres webové rozhrani.
Pro zptesnéni identifikace byly kmeny analyzovany molekularné-biologickou metodou rep-
PCR. Dale byly vybrané kmeny kvasinek testovany na schopnost prokvasit rizné mosty o
ptirozenych koncentracich jednoduchych cukrd. Bobule pro zdkvas pochazely ze dvou

geografickych lokalit v Ceské republice. Jeden vybrany kmen z kazdé viniéni traté a jeden

komer¢ni kmen byly vybrany jako startovaci kultury.

6.1 Vyhodnoceni enzymatickych a fermenta¢nich mikrotestu

6.1.1 API120CaAPIID32C

Vysledky identifikace kvasinek na zakladé biochemickych testi jsou uvedeny

V tabulce ¢. 4.

Tab. €. 4 - Vysledky fermenta¢nich mikrotesti API 20 C AUX a API ID 32 C

(bioMérieux)

) Pocet Souprava API1 20 C Souprava API ID 32 C
Lokalita S __
kmenu Identifikovany jako Identifikovany jako
Bocky 6 Saccharomyces cerevisiae 6x | Saccharomyces cerevisiae 6x
Saccharomyces cerevisiae4x o
Kolberk 5 i _ Saccharomyces cerevisiae 5x
Candida pelliculosa 1x
Novosady 5 Saccharomyces cerevisiae 5x | Saccharomyces cerevisiae 5x
RiZeny 4 Saccharomyces cerevisiae 4x | Saccharomyces cerevisiae 4x
Saccharomyces cerevisiae 3x | Saccharomyces cerevisiae 3x
St. Hory 4 _ _ i i
Candida utilis 1x Candida colliculosa 1x
Saccharomyces cerevisiae 5x o
Vesely 6 _ Saccharomyces cerevisiae 6x
Pichia angusta 1x
Zbavce 4 Saccharomyces cerevisiae 4x | Saccharomyces cerevisiae 4x

44




Pti pouziti identifikacni soupravy API 20 C AUX bylo 31 z 34 testovanych kment
identifikovano jako Saccharomyces cerevisiae S pramémym stupném spolehlivosti
identifikace 97,45 % a s primérnou hodnotou T-indexu 0,886 (¢im se hodnota vice blizi 1,
tim je vysledek testu spolehlivejsi). Stupen spolehlivosti identifikace se pohyboval od 66,70
% do 99,80 %. Kmeny, které podle této identifikace nepatéi k druhu S. cerevisiae, byly
identifikovany zpravidla s men$im stupném spolehlivosti a to jako Candida pelliculosa
(Kolberk 1), Candida utilis (St. Hory 2) a Pichia angusta (Vesely 5). Hodnota T-indexu, ktera

vyjadfuje spolehlivost testu, se pohybovala od 0,63 do 1,00.

Z 34 kment testovanych soupravou API ID 32 C bylo 33 kment identifikovano jako
S. cerevisiae s prumérnym stupném spolehlivosti 99,73 % a s praimérnym T-indexem 0,894.
Podle vysledkt této identifikaéni soupravy byl ur¢en kmen St. Hora 1 jako Candida
colliculosa. Vsechny ostatni analyzované kmeny byly identifikovany jako Saccharomyces

cerevisiae. Hodnota T-indexu se v tomto testu pohybovala od 0,33 do 1,00.

6.1.2 APl ZYM

Soubor API ZYM obsahuje fadu biochemickych testi, které nejsou podstatné pro
vyrobu vina a navic vykazovaly u testovanych kmenti podobné vysledky, proto jsou v tabulce

¢. 5 prezentovany pouze vysledky vztahujici se k dulezitym enzymtm.
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Tab €. 5 - Vyhodnoceni enzymatickych aktivit jednotlivych kmenu (APl — ZYM;
bioMérieux)

Oznaceni kmene | Esterasa (C4) |a-glukosidasa
Bocky 1 slaba velmi silna
Boc¢ky 3 slaba velmi silna
Bocky 4 silna velmi siln&

Kolberk 3 slaba velmi siln&
Kolberk 4 slaba velmi silna
Kolberk 5 slaba velmi silna
Novosady 1 slaba velmi silna
Novosady 2 slaba velmi silna
Novosady 5 silna velmi silnd
Novosady 6 slaba velmi silna
RizZeny 2 slabd velmi silnd
RuzZeny 3 slabd velmi silnd
RuzZeny 4 siln& velmi silnd
RuzZeny 5 siln& velmi silnd
St. Hory 1 velmi slaba velmi silna
St. Hory 2 velmi slaba velmi silna
St. Hory 3 velmi slaba velmi silna
Vesely 2 slaba velmi silna
Vesely 5 velmi slaba velmi silnd
Vesely 7 slaba velmi silnd
Zbavce 1 slaba velmi silnd
Zbavce 3 slaba velmi silnd
Zbavce 6 velmi slaba velmi silnd
Komer¢ni kvasinka slaba velmi silna

Vysledkem tohoto testu je zjisténi, ze vSechny vybrané kvasinky maji velmi silnou
aktivitu enzymu a-glukosidasa. Testované kmeny Bocky 4, Novosady 5, Ruzeny 4, Rizeny 5
vykazovaly vysokou aktivitu enzymu esterasy (C4).
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6.2 Vyhodnoceni identifikace pomoci rep-PCR

Kmeny, u kterych byly zaznamenany alespoil malé biochemické odliSnosti, byly
vybrany pro piesnéjsi identifikaci touto metodou. Vysledky rep-PCR s pouzitim primeru
(GTG)s po analyze na agarosovém gelu jsou zdokumentovany na elektroforeogramu na
obrazku ¢islo 10. Vzhledem ktomu, Ze vSechny testované kmeny vykazovaly stejny
fingerprintovy profil a metoda rep-PCR je vhodna pro odliseni mikroorganismt na druhovou

uroven, Ize konstatovat, ze se jednalo o shodny druh.

Obr. €. 10 - Elektroforeogram rep-PCR
M Bl B3 B4 K1 K3 K4 K5 N1 N2 N5 R4 NS

M R5 S1 S2 S3 S4 V2 V4 V5 V7 Z1 Z3

Pouzité oznaceni kmenu a velikostniho markeru:

M — velikostni marker, B1 — Bocky 1, B3 - Bocky 3, B4 — Bocky 4, K1 — Kolberk 1, K3 —
Kolberk 3, K4 — Kolberk 4, K5 — Kolberk 5, N1 — Novosady 1, N2 — Novosady 2, N5 —
Novosady 5, R4 — Ruzeny 4, R5 — Razeny 5, S1 — St. Hory 1, S2 — St. Hory 2, S3 — St. Hory
3, S4 — St. Hory 4, V2 — Vesely 2, V4 — Vesely 4, V5 — Vesely 5, V7 — Vesely 7, Z1 — Zbavce
1, Z3 — Zbavce 3
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6.3 Vyhodnoceni fermentac¢nich schopnosti kvasinek

Pro prokvaseni kazdého z 10 testovanych mosta bylo pouzito 7 kmenu kvasinek, které
pochézely z riznych lokalit VOC Modré hory a jeden kmen komercnich kvasinek. Mezi
jednotlivymi  kmeny kvasinek byla zaznamenana minimalni variabilita v prokvaseni
jednotlivych mosti. Kromé mnozstvi vyprodukovaného etanolu byl ve vSech vzorcich pomoci
plynové chromatografie zmétfen metanol, ten vSak v zddném vzorku nebyl detekovan. Stupen
prokvaseni mostu (mnozstvi produkovaného alkoholu) téméi nezévisel na pouzitém kmeni
kvasinek, ale ptedevsim na slozeni mostu. Proto jsou v tabulce ¢. 6 uvedeny prumérné

hodnoty cukernatosti a praimérné hodnoty vyprodukovaného alkoholu stazené k jednotlivym

mostum.

Tab. €. 6 - Vysledky fermenta¢ni schopnosti izolovanych kvasinek pro rizné mosty

Potatecni Primérna Prumérny obsah Pramérna
. « cukernatost 7. den alkoholu 7. den cukernatost 15. den
Nazev mos§tu | cukernatost P + S op 4 +
vl ermentace v g/l + | fermentace v obj. % + [ fermentace v g/l =
smérodatna odchylka | smérodatna odchylka |smérodatna odchylka
Muskat - 188,00 51,30 + 2,17 12,80 + 0,40 50,00+ 0,00
Meélnik
Semling - 185,00 50,00 + 0,00 11,80 + 0,23 50,00 + 0,00
Mélnik
Tramlnvcel:veny 210,00 60,00 + 4,33 12,80 £ 0,41 51,30 + 3,33
- Mélnik
Sv. Vaviinec - | 45 59 47,00 + 3,48 11,00 £ 0,30 44,00 £ 4,15
Mélnik
Dornfelder -1 175 00 42,50 + 3,53 10,40 + 0,24 40,00 + 2,50
Mélnik
Hibernal - 200,00 68,00 £ 8,99 11,90 + 0,81 60,00 + 5,59
Mélnik
Miller Thurgau | g1 4, 43,00 + 2.42 10,20 + 0,31 42,50 £ 2,17
- Mélnik
Modry Portugal | 445 1, 48,00 + 5,00 9,50 + 0,55 45,00 +3,31
- KarlStejn
Dornfelder - | 165 59 67,50 £ 5,56 9,80 + 0,65 51,00 £ 3,90
KarlStejn
Smés odrid - | 94599 41,30 +3,31 8,80 + 0,85 40,00 +0,17
Mélnik

U vSech sledovanych kmenii byla zaznamendna schopnost dostate¢n€ prokvasit
vSechny mosty. Nejvyssi hodnota smérodatné odchylky v ramci fermentacnich schopnosti se
projevila u mostu odridy Hibernal (M¢lnik) a v produkci etanolu u mostu ze smési odrud

(Mdller Thurgau a Muskat — oboji z M¢lniku). Naopak nejmensi rozptyl byl zaznamenan
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z prokvaSeni mosta Semling a Dornfelder (také oba z M¢lnickych vinohradi). Primérna
hodnota zbytkového cukru ze vSech ,,vin“ byla 7. den 52,40 g/l a 15. den 47,38 g/l. Mnozstvi

alkoholu bylo proménlivé v zavislosti na poc¢atecni cukernatosti mostu.
V tabulce ¢. 7 je uvedeno, jaké rozdily ve fermenta¢ni schopnosti byly zaznamenany

mezi pouzitymi kmeny. Hodnota primérné produkce alkoholu urcitého kmenu je primérem

vSech hodnot produkce etanolu v jednotlivych mostech touto kulturou.

Tab ¢. 7 - Schopnost jednotlivych kmeni produkovat etanol

Primérna hodnota
Ounatent kinenc produkce etanolu ze
vSech mostua v obj. % *

smérodatna odchylka
Bocky 4 10,80 £ 1,46
Kolberk 3 10,90 £ 1,33
Novosady 5 11,20+ 1,11
Razeny 4 10,70 +£1,89
Sv. Hora 1l 10,80 +£1,20
Vesely 2 10,90 + 1,38
Zbavce 1 10,60 £ 1,22
Komeréni kmen 11,10+ 1,52

Z vysledkt je ziejmé, Ze mezi jednotlivymi kmeny nebyly zaznamenany vétsi rozdily
ve schopnosti produkovat etanol. Rozdil mezi primérnymi hodnotami pro jednotlivé kmeny
je pouze 0,60 obj. procent. Nejvétsi produkce etanolu prokazal kmen oznaceny jako
Novosady 5 z vini¢ni trati Novosady. Naopak nejhtie fermentoval kmen Zbavce 1. Komeréni
kmen prokazal velmi dobrou fermenta¢ni schopnost a skoncil celkové jako druhy nejlepsi

kmen v produkci etanolu.
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Déle byly vyhodnoceny 2 nejproduktivnéj$i a 2 nejméné produktivni kmeny ve
vztahu k obsahu etanolu v jednotlivych mostech. Toto srovnani spolu s primérnym obsahem
etanolu v 7. den fermentace je zndzornéno v tabulce €. 8.

Tab ¢. 8 - Porovnani 2 nejvykonnéjSich a 2 nejméné vykonnych kmeni v produkci
etanolu v jednotlivych mostech

2 kmeny, které Obsah | 2 kmeny, které | Obsah
Nazev mostu produkovaly |etanoluv | produkovaly etanolu
nejvice etanolu | obj. % | nejméné etanolu | v obj. %
Komer¢ni kmen 13,70 % St. Hory 1 12,50 %
Muskat - Mélnik
Novosady 5 13,00 % Rizeny 4 12,20 %
St. Hory 1 12,20 % Vesely 2 11,70 %
Semling - Mélnik
Novosédy 5 12,10 % Bocky 4 11,40 %
Tramin erveny - Zbavce 1 13,20 % Vesely 2 12,20 %
Mélnik Novosady 5 13,10 % St. Hory 1 12,00 %
Sv. Vaviinec - Komeréni kmen 11,30 % St. Hory 1 10,70 %
Mélnik Bocky 4 11,20 % Rizeny 4 10,40 %
Dornfelder - Bocky 4 10,90 % Zbavce 1 10,20 %
Mélnik Novosady 5 10,60 % Kolberk 3 10,10 %
Hibernal - Novosady 5 12,80 % Vesely 2 11,70 %
Mélnik Komeréni kmen | 12,70 % Bocky 4 10,00 %
Mller Thurgau -|  Novosddy5 | 10,90 % Riizeny 4 9,90 %
Mélnik Bocky 4 10,40 % | Komeréni kmen | 9,90 %
Modry Portugal - Novosady 5 10,10 % Kolberk 3 9,3%
Karlstejn St. Hory 1 10,00 % Zbavce 1 8,30 %
Dornfelder - Vesely 2 11,00% | St Hory 1 9,30 %
Karlstejn Novosady 5 10,30 % Réizeny 4 8,70 %
Smés odrid - Bocky 4 9,40% Novosady 5 8,2 %
Mélnik Rizeny 4 9,40 % Zbavce 1 6,7 %
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Z uvedené tabulky vyplyva, Ze rozdilné kmeny v ramci jednoho mostu dokazaly
vyprodukovat velmi podobna mnozstvi etanolu. Nejvétsi rozdil byl u mostu z mélnické smési
odrad Mdller Thurgau a Muskat. Rozdil mezi kmeny, které fermentovaly tento most nejlépe
(Boc¢ky 4 a Ruzeny 4) a kulturou, ktera kvasila nejméné efektivné (Zbavce 1) byl 2,70

objemovych procent.
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7 Diskuze

Pti vyrobé vina, se dnes nejvice pouzivaji aktivni suSené vinatské kvasinky (ASVK
kultury), tyto selektované kvasinky casto pochazi dokonce z jiného kontinentu nez vyrabéné
vino. Dlouholeté zkuSenosti ukdzaly, ze kvalita vina je zna¢né ovlivnéna pouzitym kmenem.
Proto je v dne$nich modernich vinafskych technologiich tfeba hledat idealni kvasinkové
kultury pro fermentaci urcitych odrud (Usbeck, 2014).

Jednim znovych trendi ve vinafstvi je aplikace autochtonnich kvasinek, jako
chut’ nez pfi pouziti komerénich kment. Zaroven pouziti vybranych kultur zdirazni typické
senzorické rysy vyrobenych vin pro konkrétni vinaisky region (Izquierdo, 2003).

Snaha selektovat vhodné autochtonni kvasinky je ziejma jiz poslednich 15 let. Vinafi
se snazi produkovat originalni vina, ktera se budou liSit od konven¢né vyrdbénych vin.
V Ceské republice, jak jiz bylo uvedeno v literarni resersi, bylo prvni velké vinaistvi, které
zacalo s vyuzitim autochtonnich kvasinek Znovin Znojmo a.s. Strategie nc¢kterych vinatstvi
vyuzivat autochtonni kvasinky se vyrazné lisi. VySe zminény Znovin Znojmo a.s. se orientuje
na pouziti selektovanych autochtonnich startovacich kultur z tamnich vinohradi. Vybér
vhodnych kultur na zakladé biochemickych a molekularné genetickych testi vede k lepsi
predvidatelnosti vyrobeného produktu. Naopak vinatstvi, ktera patii do spolku ,,Autentisté*,
nepouzivaji startovaci kultury a mosty kvasi diky pfitomnosti autochtonnich kvasinek
pfitomnych na bobulich a sklepnim zafizeni.

Tato diplomova préce ptispéla k poznatkim ohledné charakterizace, identifikace a
fermentacnich schopnosti izolovanych kvasinek z vinafského regionu VOC Modré Hory.
Zminény vinaisky region se rozkladd v mirné kopcovitém terénu nedaleko Véstonické nadrze
a palavskych vrchii. Vinatsky region Modrych Hor tvofi katastry obci Bofetice, Kobyli,
Némcicky, Velké Pavlovice a Vrbice. V soucasnosti miize vina oznacena jako VOC Modré
Hory produkovat jen 16 vinaii ze 130 ha vinic. Kvasinky, které byly testovany v této
diplomové préaci, byly izolovany z viniénich trati Bo¢ky, Kolberk, Novosady, Ruzeny, Staré
Hory, Vesely a Zbavce.

Pro analyzu téchto kvasinek bylo vybrano 34 kment izolovanych ze 7 vini¢nich trati
patiici pod vinafskou obec Némdéicky. Kultury byly izolovany z kvast ve fazi bouflivého
kvaseni za pouziti Malt Extract agaru (Oxoid). K identifikaci byly pouzity biochemické
soupravy API 20 C AUX a API ID 32 C urcené pro identifikaci bakterii a kvasinek. Pomoci
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soupravy APl 20 C AUX bylo 32 z 34 analyzovanych kmentd identifikovano jako
Saccharomyces cerevisiae. Touto metodou byly 3 kmeny urCeny jako nesacharomycetni
kmeny. Kazdy ztéchto 3 kment byl izolovan zjiné vini¢ni traté. Kmen Kolberk 1 byl
identifikovan jako Candida pelliculosa, kmen St. Hora 2 byl identifikovan jako Candida utilis
a kmen Vesely 5 byl identifikovan jako Pichia angusta. Soupravou API ID 32 C vsak byly
tyto 3 kmeny uréeny jako Saccharomyces cerevisiae. Také kmen oznaceny jako St. Hora 1
byl pomoci soupravy APl 20 C AUX identifikovan jako S. cerevisiae, ale soupravou APl 1D
32 C identifikovan jako Candida colliculosa. Z téchto vysledku je zfejmé, ze identifikace
témito systémy neni vzdy jednotnd. Mizeme vsak fici, Ze t€émito soupravami bylo dosazeno
velmi podobnych vysledkt. Identifikace se liSila jen ve 4 z 34 ptipadl. Presnosti uvedenych
identifikacnich kitd se zabyval Deak et al (1993) a nasledné i Ramani et al. (1998). Deak et al.
(1993) identifikoval 166 kvasinek izolovanych z koncentrovanych ovocnych dzust. Procento
izolati spravné identifikovanych bylo vyssi u soupravy API ID 32 C (86 %). Souprava API
20 C AUX byla piesna jen v 76 % ptipadi. Nepiesnosti v identifikaci jsou podle Deak et al.
(1993) zpasobené nedostatetnou databazi kvasinek v rdmci vyhodnocovaciho programu.
Podle Verweij et al. (1999) databaze pro testovaci kit API ID 32 C c¢ita 64 kvasinkovych
druhit a API 20 C AUX jen 43. I toto muze byt duvodem, pro¢ ve zminénych studiich dopadl
identifikacni kit API ID 32 C Iépe neZ kit API 20 C AUX. Dalsi srovnani téchto dvou souprav
provedl Ramani et al. (1998) ve sve studii. Porovnaval spolehlivost identifikace obou souprav
na 123 bé&zné se vyskytujicich a 120 ,,neobvyklych* kmenech kvasinek. Soupravou API 20 C
AUX bylo spravné identifikovano 97 % bézné se vyskytujicich kment a 88 % ,,neobvyklych*
kmenii. Soupravou API ID 32 C bylo spravné urcenych €asto se vyskytujicich kment 92 % a
,neobvyklych® kmend 85 %. Identifika¢ni kit APl 20 C AUX se hojné&ji uziva ve Spojenych
statech. Naopak kit API ID 32 C je vice pouzivan v Evropé. Ramani et al. (1998) konstatuje,
Ze obé soupravy jsou velmi efektivni v identifikaci Casto se vyskytujicich kultur, ale horsi
vysledky dosahuji v identifikaci méné cCastych taxonu. Toto potvrdily i vysledky této
diplomové prace, protoze vétSina kvasinek byla identifikovana shodné obéma testy jako
Saccharomyces cerevisiae.

Pomoci analytickeé soupravy APl ZYM pro zjisténi enzymatickych aktivit kvasinek
byla prokazéna velmi silnd aktivita enzymu a-glukosidaza u vsech testovanych kment. Tento
enzym je potiebny ke Sté€peni disacharidii a polysacharidii obsahujici glukosu. Testované
kmeny Boc¢ky 4, Novosady 5, Rizeny 4, Rizeny 5 vykazovaly vysokou aktivitu enzymu

vV

vin. Ve viné vznikaji reakci organickych kyselin a alkoholti béhem fermentace. Esterasy
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katalyzuji jejich tvorbu. Schopnosti produkovat estery se mnohé kvasinky lisi. U téchto
kmenit je tedy predpoklad, ze vyrazn€ obohati aromaticky profil vyrabénych vin naptiklad
produkci etyl-butyratu, ktery se ve vinech podili na ovocné vini jablek ¢i ananasu.

Vyhodou testll je nendroCnost na jejich provedeni, rychlost a nizké pozadavky na
laboratorni vybaveni. Nevyhody téchto testi mohou byt jejich cena a ptipadné nepiesnosti.
Napftiklad Verweij et al. (1999) zabyvajici se srovnanim souprav API ID 32 C a API 20 C
AUX uvadi, ze mély v experimentalni ¢asti problém se stanovenim piesné turbidity
pfipravené suspenze pro inokulaci. Dal$i problémy mohou byt zpusobeny kontaminaci
analytu z prostredi a subjektivnim vyhodnocenim barevnych zmén v jamkach testu. Pouzité
metody mohou byt pouze prvnim krokem Kk pfesné a spravné identifikaci.

Identifikace pomoci vyse zminénych souprav (APl 20 C AUX, API ID 32 C) a
charakterizace enzymatickych aktivit testovanych kment (APl ZYM) jsou vhodné metody
k provedeni pomérné piesné identifikace velkého poctu vzorkd. Pro dosazeni piesnéjsi
analyzy byly vybrané kmeny, u kterych byly zaznamendny odliSnosti na zakladé
biochemickych testd, dale podrobeny molekularné genetické analytické metode rep-PCR za
pouziti primeru (GTG)s.

Vystupem této molekularné genetické metody je fakt, ze vS§echny analyzované kmeny
mély stejné fingerprintové profily. D4 se tedy konstatovat, Ze se jedna o stejny druh navzdory
drobnym odlisnostem, které byly prokézany biochemickymi metodami. Boeckhout et al.
(2003) uvadi, ze primer (GTG)5 se casto vyuziva k vytvofeni databaze pro rychlou
identifikaci nov¢ izolovanych vzorki a PCR fingerprinting je podle né&j spolehliva metoda,
kterou lze kvasinky rozli§it na druhovou turoven. Vhodnost této identifikacni metody
potvrzuje i studie, kterou provedl Hierro et al. (2004). V této studii srovnaval vhodnost
pouziti 3 riznych PCR metod k identifikaci kvasinek (PCR-ISS, ERIC-PCR and rep-PCR).
Me¢l k dispozici 41 referen¢nich kment patficich do 15 rGznych druht a 40 autochtonnich
kmeni, izolovanych prvni den fermentace, z vinnych kvast. Tyto autochtonni kmeny se do
kvast dostaly z bobuli ¢ervené odridy Grenache. Porovnanim PCR fingerprintti nezndmych
izolath s referencnimi byly kmeny uspésné identifikovany. VSech 40 autochtonnich kment
bylo zafazeno do 15 druht. VSechny t#i PCR techniky byly vyhodnoceny jako rychlé,
spolehlivé a jednoduché metody identifikace kvasinek. Nevyhodou téchto metod jsou vysoké
naroky na pfistrojové vybaveni laboratofe a nutnost optimalizovat podminky PCR reakci pro
potieby konkrétniho pracoviste.

Diivodem pro¢ v této diplomové praci byly vSechny kmeny urCeny jako jediny

kvasinkovy druh, mize byt fakt, ze kultury byly izolovany z kvasii ve fazi boutlivého kvaseni
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a tak v kvasech prevladaly uz jen kultury druhu Saccharomyces cerevisiae, které potlacily
nesacharomycetni rody. Fleet (2003) tuto tvahu potvrzuje tim, Ze jako hlavni faktor pusobici
na populaci kvasinek béhem fermentace uvadi etanol, ktery je produkovan ve vyssi mite
kvasinkami druhu Saccharomyces cerevisiae. Zvysujici se koncentrace etanolu béhem
fermentace, zpisobuje snizeni druhové variability. Dale uvadi, Ze schopnost produkce etanolu
kvasinek, které nepatii k vy$e zmindnému druhu, je velmi omezena. Radové etanol produkuji
do 4 az 5 objemovych procent. Tato teorie je podpofena i vysledky fermenta¢niho
experimentu, nebot analyzované kvasinky béhem fermentace vyprodukovaly v priméru
kolem 11 % etanolu. Takto vysoké produkce etanolu by nesacharomycetni kvasinky ve viné
nebyly schopny. Dale Fleet (2003) uvadi, ze existuje mnoho riznych faktord, které ovliviiuji
vyskyt a rust kvasinek bé¢hem fermentace. Jedna se naptiklad o rodové a druhové slozeni
puvodni populace piitomné ve vinném mostu, inokulaci tohoto mostu selektovanymi
kulturami, chemické slozeni mostu, ktery miZze obsahovat zbytky pesticidi ¢i fungicidu,
teplotu béhem fermentace a interakce mezi riznymi taxony mikroorganismd.

Z fermenta¢niho experimentu, ve kterém bylo v této diplomové préci pouzito 7 kment
kvasinek izolovanych z rtiznych lokalit VOC Modré hory a jeden komeréni kmen vyplyva, ze
podstatné rozdily ve fermentacnich schopnostech mezi identifikovanymi kmeny nebyly
zpozorovany. Pro kazdy pouzity kmen byla zaznamenana hodnota prumérné produkce
alkoholu, ktera je primérem vSech hodnot produkce etanolu v jednotlivych mostech touto
kulturou. Rozdil mezi primérnymi hodnotami pro jednotlivé kmeny je pouze 0,60 obj. %.
Variabilita v prokvaseni vSech 10 riznych mostu byla velmi mala. Stupen prokvaseni mostu
(mnozstvi alkoholu) tedy nezavisel na pouzitém kmeni kvasinky, ale na sloZzeni mostu.

Primérny obsah alkoholu vyrobenych ,,vin“ se pohyboval kolem 11 obj. %. Lze tedy
konstatovat, Ze se jedna o slaba vina. Relativné nizky obsah alkoholu byl zptisoben faktem, ze
vinné mosty nebyly doslazovéany, a tim kvasinky fermentovaly mos$ty s riznym obsahem
cukrt. Pokud by byla vina doslazena, produkce alkoholu by byla pravdépodobné vyssi. Dalsi
moznost, jak je mozné dosahnout vyssi produkce etanolu ve ving, je podle Minarika (2005)
pouziti smésnych kultur, které se skladaji ze dvou nebo vice druhii ¢i kmend vhodnych
k vyrobé kvalitnich vin. Ty do jisté miry nahrazuji aktivitu kvasinek spontanniho kvaseni.
Vina fermentovand piirozen¢ se vyskytujicimi apikulatnimi kvasinkami nebo pfidanymi
smésnymi kulturami maji bohat§i aromaticky profil nez vina fermentovand pouze jednou
Cistou kulturou. Pouziti smésnych kultur ma dals$i vyhodu v tom, Ze zde neni tak velké
ekonomicke riziko ve srovnani s pouzitim neselektovanych apikulatnich kvasinek. Pti aplikaci

vybranych smésnych kultur je také vétsi predvidatelnost vysledného produktu.
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Minarik (2005) také uvadi, Ze most prokvasi tak dobfte, ze vznikaji polosuchd az sucha
vina. Polosuchd vina maji nejvySe 4 g zbytkového cukru na litr a such4d dokonce do 4 g
zbytkoveho cukru na litr. Tyto hodnoty zbytkového cukru jsou o mnoho nizsi nez ,,vina“
vyrobena v experimentalni ¢asti této prace. Primérna hodnota zbytkového cukru ze vsech
,vin“ byla 7. den 52,40 g/l a 15. den 47,38 g/l. Lze tedy konstatovat, Ze vyrobena vina by se
fadila podle obsahu zbytkového cukru spiSe do sladkych vin (45 g a vice). Tento fakt muze
byt zplisoben fermenta¢nimi schopnostmi izolovanych autochtonnich kvasinek prokvaset
most méné nebo zastavenim fermentace v disledku zvySujici se teploty v pribéhu kvasného
procesu. Teplota nad 30 °C muze zpomalit ¢i zastavit fermentaci (Robinson, 2006).

Minarik (1986) zminuje, Ze nejvice zbytkového cukru byl zaznamenan u zakvasu, kde
byly pouzity druhy Candida pulcherrima, Kloeckera apiculata. Nejhlubsiho prokvaseni bylo
naopak dosazeno u vin fermentovanych smésnymi Kulturami: 1) Turolopsis rosei,
Saccharomyces oviformis, Saccharomyces carlsbergensis, 2) Turolopsis rosei,
Saccharomyces vini, Saccharomyces carlsbergensis a 3) Turolopsis rosei, Saccharomyces
vini, Saccharomyces oviformis. Tato vina méla dobré organoleptické vlastnosti, predevsim
piijemnou vini a chut. Vina zaockovana cCistou kulturou byla také chutové pfijatelna
s vyrovnanou chuti, hladina alkoholu byla vSak niz8i podobn¢ jako u spontanné kvaSeného
vina. Smésné kultury kvasinek, které jsou pfipraveny z oddélenych zédkvast, se b&hem
fermentace vinného mostu rychleji pomnozi na zaatku kvaSeni (Saccharomyces
carlsbergensis, Saccharomyces vini). V kvasech zakvaSenych smésnou kulturou ze
spole¢ného zakvasu miva pirevahu Saccharomyces oviformis. V pribéhu kvaseni mostu, kde
byla pouzita ¢ista kultura pfi dostatecném zakvasu (2 %) dominuje ptedev§im pouzity druh
kvasinek.

Vyuzitim raznych rodt kvasinek se zabyva fada odbornikti po celém svété uz fadu let.
Casto se vinafi orientuji na autochtonni kmeny, nebot’ to dodava vinu typi¢nost a originalitu
pro urcitou oblast. Naptiklad v Kampanii, v jizni Italii, se tradi¢né vino vyrabi pfirozenou
(spontanni) fermentaci autochtonnimi kulturami sacharomycetnich i nesacharomycetnich
kvasinek. Sorrentinoa et al. (2012) analyzovali, jaké z autochtonnich kvasinek ¢i jejich
kombinace jsou vhodné k produkci mistniho vina s lepSimi organoleptickymi vlastnostmi.
Vybraly hrozny jedné z nejstarSich odrid nazvané Aglianico. Izolované kvasinky byly
identifikovany morfologickymi, biochemickymi a molekularnimi metodami a byly zatazeny
do rodu Saccharomyces, Kloeckera, Candida, Metschnikowia, Hanseniaspora a Rhodotorula.
V ramci téchto rodh byly charakterizovany laboratornimi testy dva ptivodni druhy

Saccharomyces cerevisiae a Metschnikowia fructicula. Vybrané kmeny z téchto z vyse
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zminénych 2 druhti byly pouzity jako startovaci fermentacni kultury. Pokusy prokazaly
nékteré pozitivni rozdily ve srovnani s komerénimi kmeny. Kultury maji velmi dobrou
prokvasovaci schopnost a maji pozitivni vliv na kvalitu vina. Autochtonni kvasinky zvysily
celkovou kyselost a obsah alkoholu, aniz by produkovaly velké mnozstvi kyseliny octové.
HPLC analyza ukazala vyznamné zvySeni koncentrace kyseliny gallové, katechinli a
resveratrolu. Vysledky prokazaly, ze oba kmeny uspésné¢ dominovaly béhem fermentace a
ptispély ke zlepSeni organoleptickych vlasntosti vina. Tato testovani mohou podle
Sorrentinoa et al. (2012) vest ke znovunalezeni typickych regionalnich vin.

Dalsi studie, ktera se zabyva autochtonnimi kvasinkami, je z Makedonie. V této studii
analyzoval llieva et al. (2013) 80 autochtonnich kvasinkovych kment. Byly izolovany z
odrid Vranec a Cabernet Sauvignon, péstovanych ve vinaiské oblasti Tikve$ v republice
Makedonie. Po identifikaci kvasinek bylo vybrano 10 kment (Saccharomyces cerevisiae),
které byly pouzity k vyrobé vin Vranec a Cabernet Sauvignon. Byl testovan jejich vliv na
kvalitu vina. Za timto ufelem byly sledovany tyto parametry: obsah alkoholu, celkovych
kyselin, teékavych kyselin, redukujicich cukri a pH. Kromé toho byla provedena analyza
celkového obsahu antokyanti a polyfenold, intenzita barvy a odstinu (pouzitim
spektrofotometrické metody). Vysledky ukazaly, Ze nejvyssi obsah polyfenolii a antokyanti
byly namétfeny ve viné¢ fermentovaném kmenem oznacenym F-20 v odridé Cabernet
Sauvignon a kmenem F-8 v odrud¢ Vranec. Celkové nejlepsi jakostni vino bylo ziskano s
témito dvéma kvasinkami.

Trendem i v portugalském vinafském pramyslu zacina byt testovani a nasledné vyuziti
regionalnich kment kvasinek. Tyto praktiky zvyraziiuji terroir tamni vinafské oblasti. Jako
posledni ze tfi vyzkumi autochtonnich kvasinek ve svété je zde uvedena studie Cabral
Almeida et al. (2014). Tato studie byla financovana Evropskou unii. Cilem tohoto vyzkumu
bylo najit vhodné autochtonni kvasinky ze 4 hlavnich vinatfskych oblastech v Portugalsku,
které by mohly byt vyuzity v Sogrape Vinhos SA (velké portugalské vinafstvi). V této praci
bylo izolovano 768 autochtonnich kment z 6 vinohradd patfici spole¢nosti Sogrape Vinhos
SA ve Ctytech riznych vinafskych oblasti v Portugalsku (Douro, Dao, Bairrada a Alentejo).
Nejprve byly kmeny identifikovany a nasledné byl sledovan jejich enologicky potencial jako
startovacich kultur. Kazdy kmen byl identifikovan — pomoci molekularné-biologického
fingerprintingu. Zizolovanych 768 kmend bylo vybrano 33 kmenu (ztoho 4
nesacharomycetni) Kk dal§im testim. Vybrané kmeny byly podrobeny laboratornim
mikrofermenta¢nim testim ve sterilnich moStech. Na vyrobu mosti byly pouzity bilé i1 rosé

odrudy. K dalsimu testovani bylo z uvedenych 33 kment vybrano 5 (1 nesacharomycetni).
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Tyto byly pozity k vyrobé bilych vin. Nasledné¢ byly provedeny 4 senzorickd hodnoceni
béhem 5 mésici. VSechny laboratorni 1 fermentacni pokusy byly kontrolovany molekuldrnimi
metodami ke kontrole pfitomnosti danych kmen. Kmeny se dale testuji a maji velky
potencial pro portugalskou vinatfskou produkci v uvedenych oblastech.

Selekce vhodnych autochtonnich kment je podle mého nazoru tou spravnou cestou,
kudy se maji predev§im mensi regiondlni vinafi ubirat. Existuje mnoho (jiz zminénych)
efektivnich metod pro identifikaci a naslednou selekci kultur a tato diplomova prace pfinasi
jen zlomek poznatkt, které metody jsou vhodné k identifikaci autochtonnich kvasinek a
charakterizaci jejich fermentacnich schopnosti. Pii dalSim studiu by bylo vhodné zaméfit se
na sledovani vice parametri v ramci fermentace. Pfedev§im na tékavé aromatické latky,

celkovy obsah kyselin a obsahy jednotlivych organickych kyselin.
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8 Zavér

V této diplomové praci se podafilo izolovat 34 autochtonnich kment kvasinek
z vinaiského regionu VOC Modré Hory. Vybrané kmeny byly dale charakterizovany
biochemickymi a molekularné-biologickymi metodami. Byl proveden fermenta¢ni experiment

pro zjisténi fermenta¢nich schopnosti vybranych druh.

e Biochemickymi soupravami byly téméf vsechny kmeny identifikovany jako
Saccharomyces cerevisiae. Vsechny analyzované kmeny mély téméf stejné
fermentacni profily a vykazovaly také velmi podobnou enzymatickou aktivitu.

e Priislusnost ke stejnému druhu potvrdila rep-PCR.

e Pouzité metody pro identifikaci a charakterizaci kvasinek jsou vhodné pro druhové
zafazeni.

e Vramci fermentaéniho experimentu nebyly mezi kmeny shledany zadné podstatné
rozdily ve schopnosti most prokvasit.

e Produkce alkoholu nezavisela na konkrétnim kmeni kvasinek, ale na slozeni mostu.
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