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1. UVOD

Osmoticky potencial cukrového roztoku,
akym je aj hroznovy must, posobi na Kva-
sinkové bunky, ktoré st pritomné v muste [ 1.
2]. Kvasinkam sa totiZz Ciastocne odnima
voda a nasdvacia sila je o to viicSia, ¢im je
koncentricia cukru vy3sia. KedZe kvasenie,
rozmnoZovanie a vietky ostatné metabolické
procesy predstavuji enzymové reakcie,
ktoré sa uskutociuju iba vo vodnych rozto-
koch. proces odoberania vody z buniek musi
nevyhnutne sposobit zabrzdenie tychto re-
akeii a teda spomalit az zastavil Zivolné
funkcie bunky.

Vieobecne mozno povedat. Ze rozmno-
zovanie a fermentdcia kvasiniek pri obsahu
cukru nad 30 % hm. sa rapidne znizuje [ 1, 2].
Je to pochopitelné, pretoZe pri tychto kon-
centriciach sa popri nepriaznivo vysokom
osmotickom tlaku prejavuje aj inhibicny
vplyv tvoriaceho sa alkoholu a inych meta-
bolitov, Gervais a kol. |3, 4] sledovali vplyv
kinetiky narastu osmotického tlaku na via-
bilitu kmena S. cerevisiae. Po prudkom
hyperosmotickom strese (zvySenie tlaku
0 125 MPa) zahynuli vietky bunky. Naopak,
ak osmoticky tlak narastal pomaly. bunky sa
adaptovali na zmenu prostredia a preZilo a7
85 % populdcie.

Osmotolerancia bunick kvasiniek zavisi
od ich aktudlneho fyziologického stavu
[5]. Rast a fermenta¢nd aktivita S.cerevi-
siae v hroznovom muste s vyssou kon-
centraciou cukrov sa moZze stimulovat ae-
riciou [6]. Bunka si vytvori zidsobu
sterolov a kyseliny olejove). ktoré predsta-
vuji faktory prezitia kvasiniek v nepriaz-
nivych podmienkach [7].

Osmotolerancia sa vyskytuje predoviet-
kvm pri kvasinkich rodu Saccharomyees
a Zvgosaccharomyees [8]. VicSina osmoto-
lerantnych druhov. napr. S.bailii. S.elegans.
S.italicus, Z.rouxii. je pritomna v koncent-
rovanych Stavich a zahustenych mustoch po-
pri Candida stellata. Rasti v hornych vrst-
vich cukornych roztokov. Koncentrit
odoberi vlihkos( zo vzduchu, tym sa tieto mi-
esta zrieduju a bunky kvasiniek mozu lahSie
prijimat substrit.

Zvlastostou tychto druhov je fruktofilia.
.. prednostné skvasovanie fruktozy pred
glukézou v zmesi oboch hexoz [8]. Osmo-
tolerantné Kvasinky patria nielen medzi
Skodcov zahustenych ovocnych a hrozno-
vych Stiav, ale vo zvySenej miere sa vysky-
tuju aj v hotovych fTaovych vinach a na za-
riadeniach fTaSovacich liniek. Vii¢Sinou sa
chemorezistentné a vykazuji toleranciu
proti niektorym konzervaénym prostried-
kom pouZivanym v potravinarskom a napo-
jarskom priemysle.

Ciefom prace bolo izolovat a taxono-
micky identifikoval osmotolerantny kmen
kvasinick, Kontaminujici zahusteny hroz-
novy must. DalSia charakterizicia izolitu
spocivala v urceni zdkladnych morfologic-
kych a vybranych biochemickych vlastnosti
(acidifikaCna sila, respiracna aktivita). Kom-
plexni charakteristiku tohto kmena dotva-
rajti vysledky testov v podmienkach primar-
nej a sekundarnej fermenticie mustu a vina.

2. METODICKA CAST
2.1. PouZité mikroorganizmy

Z.o zahusteného hroznového mudtu z Ma-
lokarpatského vinarskeho podniku a.s., Pe-
zinok. sa izoloval Kochovou zriedovacou
metodou Kontaminujici kmen  Kvasiniek.
ktory bol predmetom dalSich Stadu [9].

Pre objektivne hodnotenie vysledkov tes-
tov biochemickych a technologickych viast-
nosti izolitu sa pouzili tieto porovnavacie
kmene:

— Saccharomyces cerevisiae Tokaj 76D — os-
motolerantny kmef vinnych Kkvasinick zo
Zbierky kvasiniek KVUVV v Bratislave
(Minarik).

— Saccharomyees cerevisiae KE 227 — alko-
holtolerantny a chemirezistentny kmen
(Kertészeti Egyetem, Budapest).

— Saccharomyces cerevisiae FV3, FVS — os-
motolerantné a hlbokoprekviasajice kmene
izolované z dokvisajicich vin a sedimentov
Kvasni¢nej biomasy z Malokarpatskej vino-
hradnickej oblasu (Malik, Vollek. ChTF
STU Bratislava).

— Saccharomyces cerevisiae 13 RVV/A - os-
motolerantny. hlbokoprekvidajici  kmen
(Vojtekovd, MVP as.. Pezinok).

— Saccharomyces cerevisiae 6C — alkoholre-
zistentny a hlbokoprekvasajici kmeii. izolo-
vany z vin Juhomoravskej vinohradnickej
oblasti (Malik. Vollek. ChTF STU. Brati-

slava).

2.2, Pouzité média

Zahusteny hroznovy must pochadzal
z Malokarpatského vinarskeho podniku a.s..
Pezinok (redukujice cukry 55 g.I''. celkové
kyseliny 7.5 g.I'!, celkovy SO, 51,2 mg.l'',
volny SO, 2.6 mg.1").

Pre potreby sekundirnych fermenticii sa
ako Zivné médium pouzilo odrodové vino
Rizling rynsky zo Skolského majetku SVOS
v Modre (redukujice cukry 8.5 g.I'', celkovy
SO, 64.0 mgl'. volny SO, 23.7 mg.l",
celkové kyseliny 7.5 g.I'!, alkohol 11.6 %
obj.).

Zlozenie dalSich médii, roztokov a rea-
gencii pouZivanych pri charakterizicii
kmena je blizSie popisané v pracach [10. 11,
12].

2.3. Metady sledovania morfologickych,
biochemickych a technologickych
vlastnosti

Tolerancia kvasiniek proti etanolu sa zis-
tovala na sladinovom agare (SIA) s etano-
lom o celkovej koncentricii 15, 18, resp.
20 % obj.

Identifikdcia izolovaného kmeifia predsta-
vovala rad Standardnych morfologickych
a fyziologickych testov [10. 13] realizova-
nych za Specifickych kultivacnych podmie-
nok:

— tvorba pseudomycélia (kukuriény agar,

27 °C. 6 dni)

— sporulacia (Fowellovo médium, Nieren-

bergovej agar, kukuricny agar, 27 °C, 6 dni)

— tvorba chlamydospor (chlamydosporovy

agar, 27 °C. 14 dni)

— spdsob  vegetativneho rozmnoZovania

(kvasnicno-glukozové médium. 27 °C, 24

hodin)

hodnotenie rastu kvasiniek v sladinovom
médiu (27 “C. 14 dni) a na sladinovom agare

(27 °C, 28 dni: 5 °C, 35 dni alebo 37 °C,

7 dni)

— fermentativna utilizicia sacharidov (C-

kvapalné médium. 27 °C. 14 dni)

— oxidativna utilizacia uhlikatych (C-aga-

rové médium, 27 "C, 14 dni) a dusikatych

zlicenin (N-agarové médium. 27 °C, 14 dni)

Metabolizmus buniek testovaného kmena
charakterizujeme vysledkami sledovania aci-
difikacnej sily. t,). pokles pH po 20 minitach
kultivicie kultiry kvasiniek v glukozo-
vo—{ruktozovom roztoku (celkova koncentri-
cia 10 % hm., pomer sacharidov 1:1), a respi-
racnej aktivity v prostredi s roznou kon-
centriciou glukozy (0. 30,40, 50 % hm.) [11].

Zavere¢na faza charakterizacie izolo-
vaného kontaminantu zahusteného hroz-
nového mudtu spocivala v zistovani
technologickych vlastnosti testovaného i po-
rovndvacich kmenov kvasiniek v procese
fermentiacie mustu a vina | 12]. K sledovaniu
primarnej fermentdcie sa pouzil zahusteny
hroznovy must. ktory bol vopred upraveny
[redukujice cukry 210 gl'. pH 3.5.
(NH,),HPO, 1.5 g, (NH,),S80, 1.5 gl
a po sterilizacii (20 min, 0,12 MPa) sa pri-
dal pantotenan vipenaty 0,05 g.I'' a biotin
0.02 g.I'']. Pre sekunddrnu fermenticiu vina
sa vo vine sacharézou upravil obsah redu-
kujicich cukrov na 24,0 g.I'".

3. VYSLEDKY A DISKUSIA

[zolovany kmen kvasiniek preukdzal
velmi slabé etanoltolerantné vlastnosti a ne-
bol schopny rast ani v prostredi obsahuji-
com 15 % obj. etanolu.

Vysledky morfologickej a fyziologickej
charakterizicie st zhrnuté v rab. I Bunky
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Tab. 1 Morfologické a fyziologické viastnosti izolovaného kmeiia kvasiniek Z, veosaccharo-

myces rouxii

Sledovany taxonomicky znak

Vysledok pozorovania

(chlamydospérovy agar)

pseudomycélium rudimentdrne
(kukuricny agar)

sporulicia

(Fowellovo médium, negativna
Niernbergove)j agar,

kukuri¢ny agar)

chlamydospoéry netvori

vegetativne rozmnoZovanie
(kvasni¢no-glukézové médium)

holoblastické pucanie
1. 2, ojedinele 3 puky

rast v kvapalnom médiu
(sladinové médium)

praskovity sediment
absencia koZky, prstenca

makrokoldnia
(sladinovy agar)

krémova farba. miikka, smotanova konzi-
stencia, typ S, okriihly tvar, uceleny okraj

rast pri 5 °C
(sladinovy agar)

pozitivny

rast pri 37 °C
(sladinovy agar)

negativny

fermenticia sacharidov
(C- médium)

glukéza. maltoza

oxidativna utilizdcia
C- a N-zlic¢enin
(C- a N-agar)

glukoza, galaktoza, maltza,
trehaléza, ribitol, manitol,
glucitol, peptén

maji ovilny tvar a vegetativne sa rozmno-
7ujad holoblastickym pucanim. Na materskej
bunke sa sti¢asne vytviraji jeden, dva alebo
ojedinele aZ tri deérske bunky. Po 6 dioch
kultivicie na kukuri¢cnom agare sa podarilo
indukovat tvorbu rudimentirneho pseudo-
mycélia. Aviak na chlamydosporovom agare
bunky vobec nevytviraji chlamydospory.
Podobne, aj pri sledovani sporulacnej akti-
vity na kukuri¢nom a Nierenbergovej agare
alebo vo Fowellovom roztoku sme zazna-
menali negativne vysledky. Testovany kmen
tvori na sladinovej pode makrokolénie kré-
movej farby, mikkej. smotanovej konzisten-
cie. morfologického typu S (smooth -
hladky). okrihleho tvaru s ucelenym okra-
jom. Rast v kvapalnom sladinovom médiu
moZno charakterizoval tvorbou praskovi-
tého a7 zrnitého sedimentu s absenciou
prstenca alebo koZky na povrchu média.
Bunky tohto kmeiia st schopné sa rozmno-
zovat pri 5 °C, naopak pri teplote 37 °C sa
nepozoroval Ziadny rast. Z tohto dévodu tes-
tované kvasinky moZno povaZzovat za fakul-
tativne psychrofilné.

Izolat zo zahusteného hroznového mustu
fermentativne utilizoval z pomedzi 12 testo-
vanych sacharidoy iba glukézu a velmi po-
maly aj maltézu. Pri oxidativnej utilizdcii
sady 21 uhlikatych a 3 dusikatych zlicenin
sa pozoroval pozitivny vysledok iba pri tes-
tovani glukozy, galaktézy, maltozy, treha-
162y, ribitolu, manitolu, glucitolu a pepténu.

Na zdklade vysledkov fermentativnej
a oxidativnej utilizacie, mikroskopickych
a kultivaénych charakteristik sa zaradil
kmen kontaminujici zahusteny hroznovy
muit k druhu Zygosaccharomyces rouxii.
Dosiahnuté vysledky si v zhode s informa-
ciami publikovanymi v monografii Kreger
van Rij [13] (mimoriadne osmotolerantny
druh s velmi slabou sporulaénou aktivitou,

fermentujtci uzku paletu sacharidov. neras-
tici pri teplote 37 “C).

Acidifikac¢né vlastnosti izolovaného kon-
taminantu a porovnavacich kmenov S.cere-
visiae 6C a 13 RVV sa vyhodnocovali na
ziklade porovnivania rozdielov kyslosti:
A pHs. A pHga A pHy (tab. 2). Bunky Z. rou-

xii nadtartovali svoj metabolizmus priblizne

rovnako rychlo (A pHs = 0,45) ako porovni-
vacie osmo- a etanoltolerantné kmene
(ApHs=0,4120.44). Aviak v priebehu dal-
Sich 15 minit metabolickd aktivita izolatu
rapidne poklesla (A pHg=0.13) a acidifikac-
na sila, vyjadrujiica zmenu pH suspenzie po
20 min inkubdcie. dosiahla hodnotu iba (.58.
Tieto vysledky poukazuji na nevyrazné
acidifikacné schopnosti buniek Z. rouxii
v porovnani s bunkami S. cerevisiae
6C (A pHy = 1.11) alebo S. cerevisiae
13 RVV (A pHy, = 1.31). Predpokladi sa. Ze
velkost poklesu pH je priamotimernd meta-

bolickej aktivite kmena kvasinick. Nie je
viak pravidlom. Ze kmeii najlepsich acidifi-
ka¢nych vlastnosti dosahuje i najlepsic tech-
nologické vlastnosti.

Meranie respiracnej aktivity Kkvasiniek
prebichalo s cielom zistit mnoZstvo vnutro-
bunkovych zisob a schopnost adapticie bu-
niek na prostredie s vyssou koncentriciou
glukdzy. ¢o sa odrazi aj v rychlosti rozmno-
7ovania a priebehu samotnej fermenticie
(tab. 2). Pocas merania endogénnej
respiricie najmenej Kyslika spotrebova-
la populicia kmena Z. rouxii (Q,. =
3.17 nmol.min"".mg"'). Hodnota Q,;; charak-
terizuje mnozstvo endogénnych zisob a tym
aj pripravenost bunky prezit v prostredi chu-
dobnom na Ziviny. NajlepSiu rezervu sub-
stritu na metabolizmus si vytvorili bunky
kmena S. cerevisiae 13 RVV (Q, =
22.15 nmol.min".mg').

V druhej fize sa sledovala zivislost spo-
treby kyslika bunkami od koncentricie glu-
kozy v suspenzii kvasiniek (tab. 2). V kon-
centra¢nom rozsahu 30 az 50 % hm. glukozy
hodnota Q- vietkych kmenov linedrne kle-
sala (korelacny koeficient R = 0,97 - 0,99)
s rasticim mnoZstvom sacharidu v prost-
redi. Ziaroven sa zmensil rozptyl hodnot
spotrebovaného kyslika a pri koncentricii
glukézy 50 % hm. kolisal v hraniciach 1. 97
aZz 3.56 nmol.min".mg"'. Pokles spotreby
kyslika pri kmefoch 6C a 13 RVV je prib-
lizne rovnaky (smernica sa pohybuje v roz-
medzi -0.32 az -0.29). zatial¢o pri kmeni
Z.rouxii sa s rasticou koncentriciou glu-
kozy rapidne zniZila hodnota Qg (smernica
-0.73). Kontaminant zahusteného hrozno-
vého mustu spotreboval pri 30 a 40 % hm.
elukézy ovela viac a pri 50 % hm. glukozy
pribliZzne rovnaké mnozstvo kyslika ako po-
rovnavacie kmene 6C a 13 RVV, ¢im preu-
kizal mimoriadne dobré osmotolerantné
vlastnosti,

Tabulka 3 prinasa vysledky a vyhodnote-
nie sledovania priméarnej a sekundarnej fer-
menticie mustu a vina. Produkt ziskany pri-
marnou fermentaciou kvasinkami Z. rowxii
obsahoval pomerne velké mnoZstvo zvys-
kového cukru (32,9 g.I'") a niZsi obsah alko-

Tab. 2 Acidifikacné vlastnosti a respiracnd aktivita kmeriov kvasiniek

Sledované Testované kmene Legenda: ’ _
para,:letre Z. rouxii | Saccharomyces cerevisiae Quz -SR()trebﬂ k)’;“]}k?_ pri endo-
6C 13 RVV génnej respirdcii
Q _, 3.17 12.10 2.2 15 Qu:‘“[i —spotrebzl ky&li‘l\a p!"l
[nl::l-!ol min'.mg"] = ) el i 30 % ll:m. gklukozy
= 0% = slika  pri
0% 5 02 \pol_l:e a Vs ; P
%&olmin" - 17.55 7.80 10,03 ol 40 % :m_ g:u](](_,lf}, |
40% - T —spotreba Kys |.; pri
%ﬁml min'.mg"'] S 3,65 6,00 50 % hm. glukozy
. 2.82 1.97 55z ‘ApHs—amena ptl po 5 ming:
Qs L. min-'. me! ’ ’ - tach inkubicie
ool min’ mg | A pH, -zmena pH v intervale od
usek 38,95 16,13 19,54 5 do 20 minit
smernica -0.73 -0.29 -0,32 A pHa,—zmena pH po 20 minu-
A pHs 045 0.41 0,44 tach il'fk!-llbijl(.'ie. tj. aci-
A pH, 0.13 0.70 0.87 difika¢na sila
A pHa, 0,58 11 1,31
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Tab. 3 Charakteristiky produktov primdrnej (hroznovy
must, So= 210 g.l', X,= 5100 buniek.ml’!, 34 dni)
a sekunddrnej fermentdcie (vino, S,= 24.0 g.1',

X,= 1.5.107 buniek.ml’, P,= 11.6 %obj.. 30 dni)

3. ZAVER

Zo zahusten¢ho hroznového
mustu sa izoloval kontaminujici
kmen kvasiniek. ktory bol na zi-

Red. cukry | Alkohol | Vytazkové koeficienty k]a f}c ?:;Iuldl;{r@_x:c]ltu,:\(]:n:nuc-

Kmef (1] [% obj.] Yos | Yxs[10%] kych Kritérii .r..tr.sdr..n‘\ .“ru'h‘u
= e - - Zyvgosaccharomyees rouxii. Vy-

primarna fermenticia | znamnou vlastnosfou  tohto

Z. rouxii 329 10.0 0.45 0.36 kmena (i celého druhu) je ab-
KE 227 25 12,6 0.49 1.36 sencia rastu pri teplote 37 “C.
76D 25 125 0.48 187 Bunky tc_jtu Kultary velmi t]i.lhl'tt'
: i reagovali na hyperosmoticky

sekunddrna fermenticia stres vyvolany zvyienou kon-

Z. rouxii 1.0 12,9 0.46 1.37 centriciou glukézy v prostredi
FV3 0.9 12,8 0.42 10.90 a dychali intenzivnejsie ako re-
FV s 08 12.9 046 | 1041 ferenéné osmotolerantné kmene

holu (10,0 % obj.) v porovnani s kmefmi
S.cerevisiae KE 227 a 76 D (zvySkovy cu-
kor 2.5 gl alkohol 12.5 — 12.6 % obj.).
Rovnako 1 vviaZkové koeficienty premeny
substratu na etanol Yy s abiomasu Yy g sa vy-
razne lisili: pri testovanom kmeni (Ypq =
045 . Yys= 0. 36.10") a porovnavacich
kmefioch (Yps 048 a 049 | Yy 1.36.10°
a 1.87.10°%). Pri sekundarnej fermentacii
vietky 3 kmene produkovali .Sumivé™ vina
priblizne rovnakej kvality (redukujice cukry
0.8 - 1.0 2.1, alkohol 12.8 — 12.9 % obj.).
Vytazkovy Kkoeficient Yy sa pohyboval
v rozmedzi 042 az 0.46. Porovnivacie
kmene S.cerevisiae FV 3 a FV 5 efektivnej-
Sie vyuzivali substrit k tvorbe biomasy
(Yys = 104107 1,09.107) ako kultira
Zoouxii (Yys=1.37.107).

S.cerevisiae 13 RVV a 6 C.
V kontraste s tymto javom vy-
sledky testov acidifikicie a endogénnej re-
spiricie poukazuji na nevyrazné metabolické
aktivity kontaminanta. Aplikiciou izolovanej
populicie kvasiniek v procese kvasenia
mustu i vina sa pozorovalo neefektivne vyu-
Zivanie poskytovaného substritu pri tvorbe
biomasy a vysledny produkt primarnej fer-
menticie nedosahoval pozadovanu kvalitu.
[zolovany kmei Z.rouxii nema prakticky
vvznam pre vindrstvo ako uslachtila™ kul-
tira. ale poznanim jeho vlastnosti mozno
v budiicnosti zabrinit kontaminacii akych-
kolvek koncentrovanych ovocnych Stiav.
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