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1. UVOD

Znalost kvasinkovej flory viniCa hrozno-
rodého nie je délezita iba z ckologického
hladiska. ale je zdkonite vyuZitelna aj v pro-
cese vyroby vina. Kvantitativne a kvalita-
tivne zastipenie kvasiniek vplyva na priebeh
kvasenia a tak vyraznou mierou ovplyviuje
Wvar' budiceho produktu.

Uceleny obraz o ekologii vinnych kvasi-
niek v Ceskoslovensku vypracoval Mindrik
[1]. Kvasinky izolované z prirodnych a dru-
hotnych stanovis( zaradil do 6 sporogénnych
(Saccharomyces, Torulaspora, Pichia, Han-
senula, Debarvomyces, Saccharomycodes)
a 3 asporogénnych rodov (Torulopsis, Can-
dida, Kloeckera).

Stidium néaslednosti jednotlivych zastup-
cov mikroflory pocas spontinneho kvasenia
mustu ukizalo, Ze zastipenie asporogén-
nych druhov kvasiniek klesa od maxima na
zaciatku kvasenia na minimum pred ukon-
Cenim fermenticie [2]. Opacny trend vyka-
zujii sporogénne druhy. Savisi to so zhor3e-
nim fermentacnych podmienok vo vine
(alkohol, vysokd hladina volné¢ho a celko-
vého SO,) pre menej odolné druhy. Medzi
mikroflorou bielych a modrych odréd vinica
nie je kvalitativny, ale iba vyrazny kvantita-
tivny rozdiel. Podiel asporogénnych druhov
kvasiniek v muStoch modrych odréd je
0 25 % vy&si ako v mustoch bielych odrdd [3].

Vojtekovi [4] sledovala v rokoch 1979-
1981 zastipenie kvasiniek v mikroflore
hrozna, mustu a mladych vin z Malokarpat-
skej vinohradnickej oblasti. Autorka konSta-
tovala, 7e kaZda vinohradnicka oblast ma
charakteristické zastipenie kmeiov v kva-
sinkovej flére primarnych i sekunddrnych
stanovist, pricom karyotypy dominujicich
kvasiniek spontinnej fermentdcie sa vyrazne
nemenia. K podobnym vysledkom ekolo-
gickych 3uidii dospeli i dalsi autori [5, 6].

Pri spontiannej fermentdcii mustu sa roz-
mnoZuju prakticky vietky pritomné mikro-

organizmy. ktoré sa s hroznom dostant do
muitu. Baktérie, mikroskopické huby
a divé kvasinky moZu nielen nepriaznivo
ovplyvnil aktivitu vinnych kvasiniek. ale
produkty ich metabolizmu niekedy ovplyv-
fiuji nepriaznivo aj vonu a chut, teda cel-
kovy charakter vina. Zivelnost priebehu
spontinnej fermentacie treba z tychto dovo-
dov nahradif cielavedomym, kontrolovate-
Inym kvasenim ¢&istou, zmieSanou alebo
zdruZenou kultirou vinnych kvasiniek. Tak
ako je zloZenie mikroflory ovplyvnené kli-
matickymi podmienkami a lokalitou, je
vhodné z hladiska sdcasnych trendov vi-
narskej filozofie pri aplikacii tychto zdkva-
sov pouZit kmene selektované v oblasti, pre
ktort su urcené [7].

Cisté kultiry vinnych kvasiniek, cielene
izolované na ziklade spoznania ich fyziolo-
gickych, biochemickych a technologickych
vlastnosti. najviac vyhovuji naro¢nym pod-
podmienkam fermenticie muStu. Schopnost
kvasiniek toleroval vysiie koncentricie al-
koholu je mimoriadne vyznamna vlastnost,
ktori zabezpecuje prekvasenia mustov v pri-
marnej fermentacii ako aj vin vo fermenta-
cii sekundarnej.

Etanolova tolerancia kvasiniek je kontro-
lovana geneticky, pomocou velkého poctu
génov, ktoré v pritomnosti etanolu limituji
proliferaciu  buniek [8]. Mechanizmus
ti¢inku alkoholu na bunku kvasinky je velmi
zlozity a doteraz, napriek niekolkorocnym
Stidiam, ostiva kontroverznou oblasiou.
MnoZstvo faktorov, ako napriklad teplota,
pH. osmoticky tlak média, koncentricia
extracelularneho a intracelularneho etanolu,
zloZenie cytoplazmatickej membrany a tvo-
rba vedlajSich produktov, vplyvaji na eta-
nolovi toleranciu kvasiniek [9,10].

Schopnost kvasiniek produkovat vy3sie
hladiny alkoholu (13 — 15 % obj.) byva zdru-
Zena s osmotoleranciou. Osmoticky poten-
cidl cukorného roztoku posobi utlmujiico na

rozmnoZovanie i metabolizmus kvasinkovej
bunky. Kvasinkam sa totiz ¢iasto¢ne odnima
voda. Nasdvacia sila je o to vy$dia, ¢im je
koncentracia cukru vyssia. KedZe kvasenie,
rozmnoZovanie a vietky ostatné metabolické
procesy predstavuji  enzymové reakcie.
ktoré sa uskutocnuji iba vo vodnych rozto-
koch, proces odoberania vody z buniek musi
nevyhnutne sposobit zabrzdenie tychto re-
akcii, a teda spomalovanie aZ zastavenie Zi-
votnych funkcii bunky. Osmotolerancia je
komplexne ovplyvnena viacerymi faktormi:
koncentracia etanolu, kinetika ndrastu os-
motického tlaku, teplota, pritomnost stimu-
laénych faktorov [11,12].

Praca nadvizuje na naSe predchddzajice
vyskumné aktivity, zamerané na izoldciu
a selekciu kmenov vinnych kvasiniek
s vhodnymi technologickymi vlastnostami.
Tentoraz sa pozornost venovala charakteri-
zdcii izolatov z mustov a vin Malokarpatske)
vinohradnickej oblasti s vyraznou etanolo-
vou a osmotickou toleranciou.

2. MATERIAL A METODY
2.1 Pouzité média

V priebehu izolicie a charakterizacie
kvasiniek sme pouZivali tieto kultivaéné
pody: agar so sladinovym extraktom
(IMUNA a. s.. Slovensko). sladinové mé-
dium, kvasni¢noglukézové médium (YD
médium), Fowellovo médium. kukuri¢ny
agar (OXOID Ltd., Velka Britania), Nieren-
bergovej agar (KH,PO, 1 g/l. KNO. 1 g/l.
MgS0,0.5 g/, KC1 0,5 g/l, glukodza 0.2 gfl,
sacharoza 0.2 g/l, agar 20 g/1), chlamydo-
sporovy agar. médium na dokaz skvasova-
nia sacharidov, C-poda, resp. N-poda na asi-
milaciu  zdrojov uhlika, resp. dusika
kvasinkami [13.14].

Pre potreby izoldcie vinnych kvasiniek sa
pouzili dokvasajice odrodové vina ro¢nika
1994 z Malokarpatského vinarskeho pod-
niku a.s., Pezinok.
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2.2 Metaody izolacie, identifikacie

a klasifikdcie kvasiniek

Z mladych vin sa v MVP a.s.. Pezinok
izolovalo Kochovou zriedovacou metddou
niekolko kmenov ¢istych kultar kvasiniek
[13]. Na zdklade morfologickych znakov
a sposobu rastu v sterilnom hroznovom
muste bolo vybratych 15 kmenov patriacich
do rodu Saccharomyces. Po pomnoZeni
v sterilnom muste sa kultira preockovala na
sikmy sladinovy agar a po 72 h kultivicii pri
teplote 27-30 °C sa udrziavala v tme pri
4°C.

Schopnost kvasiniek rast pri vyssich kon-
centriciach glukézy sa sledovala na pevnej
sladinovej pode obsahujicej 30, 40, resp.
50 % hmot. glukozy. Podobnym sposobom
sa zistovala aj tolerancia vo¢i etanolu (cel-
kova koncentricia etanolu v pode 15. 18,
resp. 20 % obj.). Kultivicia prebiehala v ter-

Tab. | Kmene kvasiniek izolované :z mladvch vin roc-

nika 1994 - MVP a. 5., Pezinok

utilizacia sachanidov a oxida-
tivna utilizacia uhlikatych a du-

Tab. 2 Fermentativna utilizdcia sacharidov testovanymi
kmernmi kvasiniek

Kmeii testovanych kvasiniek

FV SATI|FV SAT2|FV SAT3|FV SAT4(FV SATS

sikatych zlicenin, Ktora sa zis- —
fovala ~ za  Standardnych Sledované
s e A sacharidy
podmienok, popisanych v mo-
nografii Lodderovej [ 14]. glukéza
galaktoza
3. VYSLEDKY A DISKUSIA Sﬂk‘hi!l’élil
Zo vzoriek vin ziskané &isté mglt'oza
kultiry vinnych kvasiniek sa | laktoza
Gy A u Ry rafinoza
podrobili selekénému Gc¢inku s
i vRSlah. kondentsAnis trehaldza
utam':' ua \;}‘\hll. oncentracii celobigza
glukozy. Ziskalo sa tak 15 os- melibi6za
motolerantnych a alkoholrezi- | melezitoza
stentnych kmenov  vinnych inulin
kvasiniek. izolovanychzo 7od- | Skrob

+ + + + +

- - - +
+ + + + +
+ + + + +
+ + + + +

rodovych vin Styroch lokalit
(tab.1).

Po 6 dioch kultivicie na mé-
diu obsahujicom 30 a 40 %
hmot. glukézy rastli vietky testo-
vané kmene vinnych kvasiniek.
Pri 50 % hmot. glukdzy sa uz pre-

javil vplyv osmotického tlaku
a uplne sa zastavil rast 10 kme-

fiov. Naopak, kmene s oznacenim
FV SATI, FV SAT2. FV SAT3,

FV SAT4 a FV SATS rastli i ked

s menSou intenzitou v porovnani

s vysledkami testu pri 30 a 40 %
hmot. glukozy. ZvySovanim kon-

centricie etanolu v médiu (15, 18

a 20 % obj.) sa sprisnovali pod-

Odrodové vina Lokalita | Pracovné oznacenie
izolovanych kmefiov

Rizling vlassky Pezinok | FV SAT1 ,P3

Veltlinske zelené Trnava T1,T2, FV SAT4

Sviitovavrinecké Modra M6

Sviitovavrinecké Trnava T4

Frankovka modri Trnava FV SAT2

Cabernet Sauvignon | Modra FV SAT3 . M2 M3

Cabernet Sauvignon | Hlohovec | H1. H2, FV SATS, H5

mienky pre selekciu alkoholrezi-
stentnych  kmefiov  kvasiniek.

mostate 6 dni pri 27 "C. VyuZitim selekc-
ného ucinku vy3Sieho osmotického tlaku
alebo etanolu sa ziskali osmotolerantné
a etanolrezistentné izoldty kvasiniek. ktoré
boli predmetom taxonomickej identifikacie
a ich dalSej charakterizicie.

Druhové zadelenie istych kultir prebie-
halo na ziklade urCenia morfologickych
a biochemickych vlastnosti kmenov vinnych
kvasiniek beZnymi pracovnymi metodami
[13.14].

Tvar bunick a sposob vegetativneho roz-
mnozovania sa sledoval mikroskopicky po
1 ditovej kultivdcii pri 27 °C v kvapalnom
kvasnicno-glukézovom  médiu.  Tvorba
pseudomycélia sa stimulovala na kukuric-
nom agare. Za tcelom potvrdenia vysledku
sa na indukciu sporulicie kvasiniek zvolilo
nickolko sporotvornych pod: kvapalné Fo-
wellovo médium, Nierenbergove)j agar, Ku-
kuri¢ny agar. Tvorba chlamydospor sa zis-
tovala na chlamydosporovom agare. Vo
vietkych predchadzajuicich pripadoch kulti-
vicia prebiehala 6 dni pri 27 °C a vysledok
sa vyhodnotil mikroskopicky. Na tuhej sla-
dinovej pode sa po 28 dnoch rastu pri
27 “C charakterizovala morfologia makro-
kolonii.Toto Zivné médium sa pouzilo aj
k sledovaniu rychlosti tvorby kolonii testo-
vanych kmenov pri extrémnych teplotich (5
a 37 °C). Rast v kvapalnej sladine pri
27 °C prebichal 14 dni a vyhodnotil sa vi-
zudlne. Hlavnym diagnostickym znakom
testovanych Kkvasinick bola fermentativna

Nakoniec. 20 % obj. etanolu tole-
rovali iba tri kmene (pracovné oznacenie FV
SAT2, FV SAT3. FV SATS).

Tychto 5 €istych kultdr s mi-

Legenda : p = pomala fermenticia
+ = pozitivna reakcia
— = negativna reakcia

gického typu S (Smooth). V dalSich charak-
teristikich (pruhovanie, okraj, tvar, profil,
velkos() sa jednotlivé kolonie kvasiniek li-
Sili nepatrne. Po 48 h kultivicii v kvapalnom
sladinovom médiu kvasinky vytvorili mi-
erny zikal a po 14 diloch sa na dne skiimavky
vytvoril praskovity az zrnity sediment. Ani
jeden zo sledovanych kmefnov netvoril na
povrchu média prstenec alebo koZku.
Ddlezitou vlastnostou vinnych kvasiniek
je schopnost rast pri nizsich teplotach. Po 35
diiovej kultiviacii pri 5 °C kmen FV SATI
vytvoril na tuhej sladinovej pode ovela men-
Siu koloniu (priemer 3 mm) ako ostatné tes-
tované kmene, ktorych priemer kolonii sa
pohyboval v rozmedzi 6-7 mm. Rovnako pri
teplote 37 °C najlepSie rastli kmene FV

Tab. 3 Oxidativna utilizdcia uhlikatveh a dusikaryeh ld-
tok testovanymi kmerimi kvasiniek

Kmeii testovanych kvasiniek

FV SATI|FV SAT2|FV SAT3|FV SAT4|FV SATS
+ - + + +
- - - - +
+ - + + +
- + + + +
+ + + + -+
+p +p +p +p +
+ + ; + +

moriadnou  osmotoleranciou.
z pomedzi ktorych boli 3 kul- .
tdg zaroven l-yaj etanoltole- Sll:fiovz!nc
y . " uhlikaté a
rantné, sa stali predmetom dal- dusiloaté
Sich experimentov. Prvorady | droje
ciel spocival v druhovom zade-
leni tychto izoldtov na ziklade | glukdza
zistenych charakteristik. galakt6za
Vietky  charakterizované | sacharoza
kmene maji rovnaky sposob | maltoza
vegetativneho rozmnoZovania, Iakmfa
holoblastické ~ multilaterdlne | Fafin6za
it . trehaloza
pucanie, ktoré je typické pre vi- | . jobigza
aceré rody vinnych kvasiniek. | nelibioza
Pri kmenioch FV SATI., FV melezitéza
SAT2, FV SAT4 sa nepodarilo | sorbéza
ani po 6 diloch kultivdcie naku- | riboza
kuricnom agare indukoval | ramndza
tvorbu pseudomycélia, zatialco | fibitol
ostatné kmene preukazali po- galal_\'mlol
zitivny  vysledok. Chlamy- | Ta00)
dospory netvori ani  jeden faiicin
testovany kmen kvasiniek. | [_arabindza
Sporulaéni aktivitu vykazovali | D-arabinéza
vietky kmene. Vytvarali najmid | xyloza
dvoj- alebo Stvorsporové asky pepton
s linedrnym, resp. romboédric- | KNO;
kym usporiadanim spor. Vietky [ mocovina

makrokolonie mali  krémovi
farbu. miikkid. smotanovi kon-
zistenciu a patrili do morfolo-

Legenda : + = pozitivna reakcia
— = negativna reakcia
p = pomald oxiddcia substratu
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SAT3 a FV SATS (priemer kolonie 7 az 8
mm), zatialco pri kmenoch FV SATI. FV
SAT2 a FV SAT4 sa pozorovali kolonie
s priemerom 3 aZ 5 mm. Na ziklade ziska-
nych vysledkov moZno povazovat testované
kvasinky za mezofilné az fakultativne psy-
chrofilné.

Charakterizdacia a diagnostické znaky
testovanych kmenov kvasiniek. ktoré sme
ziskali pri vyhodnoteni morfologie buniek
a kolonii. tvorby pseudomycélia a chlamy-
dospor. sposobu pucania a tvorby spor, ra-
stu v kvapalnom médiu, utilizicie uhlika-
tych a dusikatych zdrojov. nam dovoluje
zaradit kvasinky. izolované z vina do rodu
Saccharomyces (tab. 2 a 3). Na ziklade zis-
kanych diagnostickych znakov sme kmene
kvasiniek druhovo diferencovali. Kmene
s pracovnym oznacenim FV SATI. FV
SAT2. FV SAT3, resp. FV SAT4 patria
k druhu Saccharomyces cerevisiae fyziolo-
gickd rasa bavanus. Kmen s oznacenim FV
SATS preukizal typické crty druhu Saccha-
romyces cerevisiae fyziologicka rasa cere-
visiae.

4. ZAVER

Z dokvaZajucich odrodovych vin rocnika
1994, ktoré pochidzali z Malokarpatskej vi-
nohradnickej oblasti, sa izolovali kmene
technologicky vyznamnych kvasiniek. Na
ziklade vysledkov testu rezistencie voCi vys-
Siemu osmotickému tlaku a etanolu sa z po-
medzi izolitov ziskalo 5 kmernov s mimori-
adnymi  osmo- a  etanoltolerantnymi
vlastnostami. Kultiry kvasiniek, izolované
z vin, sa zaradili k taxonomickému druhu
Saccharomyces cerevisiae. MoZno ich cha-
rakterizoval ako mezofilné aZ fakultativne
psychrofilné kvasinky. netvoriace koZku na
povrchu kvapalného média. s fermentati-
vnou i oxidativnou utiliziciou uhlikatych
a dusikatych ldtok charakteristickych pre
tento druh.
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