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Napriek predstavam, Ze populdcie vin-
nych kvasiniek st na prirodnych stano-
viStiach (péda, organy vini¢a, hrozno)
dostato¢ne zastipené a dostatocne Zivota-
schopné, je potrebné k ich izolacii pristupo-
vat obozretne. Si zname pripady, Ze kva-
sinky izolované z ur€itého prirodného
substrdtu moZu byt iba preZivajicimi kon-
taminantmi. Na ziskanie druhov, ktoré su
skutoCne reprezentacnymi zastupcami v ur-
Citom substrite, je potrebné aplikovat dife-
rencované metody odberu vzoriek a izo-
lacie.

ODBER VZORIEK

Vzorky je nutné braf z rovnakého stano-
vista opakovane a v primeranych casovych
intervaloch, ¢o umoznuje reprodukovatelne
vykonavat kvalitativnu i kvantitativhu mik-
robiologicki analyzu. Analyza metéd od-
beru vzoriek z prirodnych substratov ako aj
problematika spolocenstiev kvasiniek a kva-
sinkovitych organizmov rastlinnych materi-
dlov dominuje za posledné desatrocia v pra-
cach mnohych autorov [1].

Distribticiu mikroorganizmov v pode ov-
plyviuje vela faktorov, takZe i zastipenie
vinnych kvasiniek v tomto prostredi nemusi
byt spravidla nemenné. Podna jednotka od-
beru, zohladiujic pédny typ i rastlinny po-
kryv, by mala byt homogénna. Takou ma byt
i vzorka pody vinice, ktora sa odobera Spe-
cialnym sterilnym vrtikom z vrchnej vrstvy
penie podnych kvasiniek. Suspenzia vzorky
zeminy sa spracuje napr. Kochovou zriedo-
vacou metodou. Po inkubdcii (25 °C, 4-6
dni) sa pocet a morfoldgia vyrastenych ko-
16nii hodnotia [2].

Izolacia vinnych kvasiniek z organov Vi-
tis vinifera L. (jedno- a viacro¢né drevo,
tponky, ocka, list, stkvetie, strapina, bo-
bule) poskytuje ovela bohatsi obraz o zastu-
peni mikrobiologicky i technologicky zau-
jimavych jedincov. Vzorky casti rastlin sa
suspendujui za stileho mieSania niekolko
minit vo vode. Vhodne riedené suspenzie sa
kultivuji v gluk6zovo-pepténovom agare
(pH =4.0) a inkubuji sa pri teplote 20-22°C
po dobu 4-6 dni [3].

Vseobecné zasady pre odber vzoriek zo
sekundarnych stanoviSt boli vyslovené uz
davnejsie [4]. Selekcné prostredie mustu,
najma v3ak vina, zarucuje, Ze uz ovela nizsi

pocet reprezentacnych vzoriek poskytuje
signifikantné vysledky. Navyse vhodna me-
téda odberu vzorky zabezpecuje v nej mini-
milne kvalitativne i kvantitativne zmeny
v zloZeni mikroorganizmov.

Odber vzoriek z povrchu technologic-
kych zariadeni, stien a podldh pivnic sa robi
odtlackovou metédou, tzv. Duchoslavovymi
miskami, stermi vatovym tampénom, ¢i vy-
plachom sterilnou destilovanou vodou. Prin-
cipom odtlackovej metody je priamy kon-
takt agarovej Zivnej pddy s povrchom
vySetrovaného materidlu. Inym sposobom
sii stery tamponom, ktory sa po tkone vloZi
do kvapalného Zivného média, ktoré mozno
spracovat beZnymi izolanymi metodami

5.

ASPEKTY BIOINZINIERSKE]
IZOLACIE CISTEJ KULTURY

Izolacia, oddelenie jedného taxonomic-
kého druhu zo zmesi mikroorganizmov, je
proces, ktory vedie k zisku populicie Cistej
kultiry. V laboratérnych podmienkach
mozeme na izoldciu Cistych kultir zo zmesi
mikroorganizmov vyuZil napr. zriedovacie
metody (postupné riedenie suspenzie, izold-
cia viacnasobnym rozterom zmesi mikroor-
ganizmov na agare), selektivne médid, ci
izolaciu jedinej bunky mikromanipulitorom
a jej nasledni kultivéciu. Cielom tychto po-
stupov je, aby kolonie vzniknuté pomnoZze-
nim vyrastli vzdy z jedinej bunky.

Nasmerovanie izola¢nej price urCuje
i volbu pracovnych metéd. Pri ziskavani
cistych kultir vinnych kvasiniek z prirod-
nych stanovist je napriklad vhodné pomno-
Zit Zelané mikroorganizmy za si¢asného po-
tlaCenia rastu ostatnej mikroflory vhodne
volenymi podmienkami. VyuZitie nahroma-
dovacej techniky zabezpecuje napriklad vy-
tvorenie takého prostredia, ktoré umozni
prednostné pomnoZenie zvolenej populicie
mikroorganizmov. Existuje niekolko spdso-
bov nahromadovacej techniky. Patria sem
metody postupnej inkubdcie (selekcia Spe-
cifického prostredia, postupné zvySovanie
koncentricie mikroorganizmov, Kontinu-
dlna kultivicia), metédy vyberu prostredia,
dalej dprava podmienok kultivicie (pH,
teplota, anaerobi6za, obohatenie média Zi-
vinami) a napokon metédy pouZitia se-
lektivnych inhibitorov (antimetabolity, anti-
biotikd) [1].

Technika nahromadovacich kultar, ktora
vyuZiva kvapalné Zivné prostredie pri izola-
cii kvasiniek, ma tendenciu skreslovat obraz
relativnych frekvencii distribiicie jednotli-
vych druhov kvasiniek. V istom zmysle
slova je uspech nahromadovacej techniky
zaloZeny (okrem iného) i na znalosti pozna-
niarastovych rychlosti vinnych kvasiniek na
jednej strane a sprievodnych organizmov na
strane druhej. Bunky kvasiniek, ktoré sa
v zmieSanych populéciich vyskytuji v niz-
kych koncentricidch, mézu tak nadobudnut
prevahu nad neZiadicou populdciou mikro-
organizmov iba v pripade znac¢ne vysSich ra-
stovych rychlosti. Takéto zavery sa v3ak ty-
kaju vyluc¢ne kultivacie mikroorganizmov
v ,batch™ podmienkach. Pri aplikicii prie-
tokovych systémov, v ktorych mozno na za-
klade malych rozdielov rastovych rychlosti
docielit pomnoZenie poZzadovanej Cistej kul-
tiry, neplatia.

Jedinym sp6sobom kultivicie mikroor-
ganizmov v podmienkach ustileného stavu
je vyuzivanie techniky kontinualnej kultiva-
cie v chemostate. Ak sa zmes kultir inoku-
luje do chemostatu, selekciu urCuje sposob,
ktorym rastové rychlosti zloziek populicie
zdvisia od koncentricie substritu limituji-
ceho rast. Tato koncentricia zavisi od apli-
kovanej zriedovacej rychlosti. Inokulicia
zmesnej populacie v chemostate tak auto-
maticky vedie k cistej kultire toho orga-
nizmu, ktory vykazuje najvysSiu rastovi
rychlost pri limitujicej koncentricii sub-
stritu [6].

Klasickému chdpaniu izolacnych postu-
pov sa predsa len takéto metody price vy-
mykaju. Ich aspesnost je viak nepopierate-
Ina, vyZaduje si vSak precizne vySetrenie
rastovych kriviek v zdvislosti od hodndt
koncentricie limitujiceho substratu [7].

Ak zohladnime isté Specifiki metod
prace vindrskej mikrobiologie, vychadza
nam, Ze pre icely izoldcie Cistych kultir vin-
nych kvasiniek si vyhodnejsie metody kul-
tivicie na povrchu agaru. MoZno je to dané
i tym, Ze bioinZinierske met6dy price nena-
$li dosial v enoldgii uplatnenie. Porovna-
vajic postupy vylievania a rozotierania
na agarové médid, moZno konStatovat, Ze
rozotieranie poskytuje presnejSie udaje [8].
O uplatneni inych izolacnych metdd (zrie-
dovacie metddy, membranova filtricia) je
v enoldgii dostatok informacii [9].
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Schizosaccharomyces pombe (zv. 2850x)

KULTIVACIA VINNYCH KVASINIEK
V SELEKTIVNOM MEDIU

Vinne kvasinky kultivujeme na prirodze-
nych alebo syntetickych kvapalnych alebo
spevnenych Zivnych podach. Z prirodze-
nych substritov, ktorych chemické zloZenie
je nedefinovateIné, mozno menovat pivo-
varnicku sladinu, hroznovy must ¢i roézne
ovocné Stavy, ktoré moZno pouZit i na pri-
pravu spevnenych pod (pridavok 1,5-2 %
agaru). Umelé komplexné Zivné média su
zloZzené zo zmesi latok o znimom chemic-
kom zloZeni a upravenych prirodnych sub-
stratov  (gluk6zovo-peptoénovy agar, glu-
kézovo-zemiakovy agar, Wickerhamova
kvapalna poda, Fowelov acetdtovy agar...).
Glukézovo-peptonovy agar je prikladom
komplexnej univerzalnej pody, na ktorej ras-

il

tie velky pocet druhov mikroorganizmov.
Od pouzivania takychto pdd sa i vo vinar-
skej mikrobiolégii upista [10]. Su nevy-
hodné v tom, Ze brania izoldcii kvasiniek,
ktoré si v kvasnom médiu v nizsej kon-
centricii. Tak napriklad vo vzorkach mustu,
¢i na pociatku jeho spontinneho kvasenia,
ked dominuji druhy Kloeckera, Hansenia-
spora a Candida, je obtazné na agarovych
platniach ndjst zastupcov rodu Saccharo-
myces. Obdobne takéto metody kultivacie
nemdzu poskytovat spolahlivé udaje o po-
¢te nesacharomycétovych druhov kvasiniek
vo vzorkdch dokvasajucich vin, v ktorych uz
dominuje S. cerevisiae. Aby sa predchad-
zalo takymto nepresnostiam, je potrebné
pouzivat také kultivatné média, ktoré su
schopné zohladni( rast dominantnych i nedo-

Askus Saccharomyces cerevisiae — Fowell (zv. 3000x)

minantnych druhov vinnych kvasiniek [9].

Na selektivnych kultivaénych pddach
rastie iba ur€ity druh, ¢i urcité skupiny mik-
roorganizmov. Do selektivnych substratov
sa pridavaju také litky, ktoré inhibuju rast
neZiaducich mikroorganizmov. Uspesné si
napriklad selekcie kvasiniek a potlacanie ra-
stu baktérii za pomoci antibiotik. Vyrastené
kolénie kvasiniek je viak potrebné pasizo-
vat na tej istej pode eSte raz bez antibiotik.
Aplikdciu antibiotik pri selektivnej kultiva-
cii kvasiniek je potrebné uprednostnit pred
pouzitim kyslych kultiva¢nych médii, ktoré
vedu len Ciasto¢ne k uspesnej selekcii kva-
siniek. Alkalicka reakcia prostredia je na
oddelenie kvasiniek od baktérii nevelmi
vhodnd, avSak nizke pH rast viicSiny bakté-
rii potla¢a. Cim dlhsie sa dodrZujui extrémne
kyslé hodnoty pH (2,8-4.0), tym je ,selek-
tivna™ kultivacia kvasiniek a potlacenie bak-
térii uspesSnejSie. V zmesnej kultire Kvasi-
niek a vldknitych hib moZe byt selektivnym
¢inidlom sodna alebo vipenata sol kyseliny
propionovej (0,25 %). Ta vSak inhibuje nie-
len vldknité huby, ale i rast niektorych kva-
siniek, napr. Sporobolomyces sp. Na potla-
Cenie rastu kvasiniek sa zase odporuca
aplikovat sorban draselny (500 mg.lI"'), na
ktory je viic¢Sina druhov kvasiniek (s vynim-
kou Zygosaccharomyces bailii) citliva.

Na 1cely selektivnej izolicie nesacharo-
mycétovych druhov kvasiniek (KL apicu-
lata, C. stellata) poCas fermenticie hrozno-
vého muStu je vhodné pouZival agar
s pridavkom lyzinu. Predominantné S. cere-
visiae v takomto médiu nerastu, nakolko nie
st schopné vyuzivat lyzin ako zdroj dusika
[11]. Lyzinovy agar pre potreby Specific-
kého monitorovania rastu nesacharomycéto-
vych kvasiniek pocas kvasenia mustu odpo-
racaju aj ini autori [12,13]. Kish et al.[14]
na ucely selektivnej kultivicie a pocitanie
druhov Saccharomyces poCas fermenticie
navrhuji zivné médium obsahujice 12 %
obj. etanolu a 0,015 % disiri¢itanu sodného.
Pitt a Hocking [15] opisali pouZitie média
na selektivnu izolaciu Zygosaccharomyces
bailii, osmotolerantného druhu, ktory sposo-
buje druhotné kvasenie fTaSovanych vin [16].
Na monitorovanie kvasiniek produkujicich
monosulfin mozno pouzit agar s pridavkom
siri¢itanu bizmutitého, ktory reaguje s kolo-
niami produkujicimi H,S, ktoré hnednu az
cerneju [17].

V poslednych rokoch sa s tispechom apli-
kuje i selektivna kultivicia zmesnej popu-
licie killerového a senzitivneho kmena na
sladinovom agare (pH = 4.5) s 0.5 M fos-
fatcitraitovym pufrom. Do 15 ml roztope-
ného agaru (45 °C) sa suspenduje cca 10° bu-
niek/ml citlivého kmefia. Po stuhnuti pody
sa na jej povrchu rozotrie inokulum killero-
vého kmena: miska sa inkubuje pri 20 °C po
dobu 48 h [18]. Killerové kvasinky inhibujui
rast senzitivneho kmena, ¢o sa prejavi tvor-
bou z6n potlaceného rastu [19]. Niektoré
killerové kmene moZno od citlivych kmeniov
rozpoznat i na ziklade odliSnych morfo-
logickych znakov kol6nii na sladinovom
agare [20].
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IDENTIFIKACIA VINNYCH
KVASINIEK

Klasifikdcia vinnych kvasiniek do rodov
a druhov sa organizuje na ziklade odhalo-
vania ich morfologickych, fyziologickych,
biochemickych, ako aj genetickych vlast-
nosti [2, 21, 22]. Identifikuji sa po
vyhodnoteni testov sledovanim a porovna-
vanim klasifika¢nych schém a kltacov osved-
Cenych autorov [23, 24, 25]. Identifikacnych
testov byva vela, spravidla sa vSak na kla-
sicki i numerickd taxonomiu vyuZiva Sest
desiatok skusok (jednou z najdolezitejSich je
oxidativna utiliziacia roéznych uhlikatych
zdrojov). Existuje rad kritickych Stidii o ni-
ektorych z tychto testov [26]. Presna inter-
preticia ziskanych udajov vyzaduje dalSie
price, ktoré sui komplikované mnohymi
zmenami poévodnych, druhovych ¢i rodo-
vych oznaceni Kvasiniek. Mnohé z tychto
zmien vznikli ako dosledok vyuzitia vysled-
kov novSich molekularnych vyskumov v ta-
xonomii, ako aj snih mnohych taxonémov
opisat ¢o najvernej$im sposobom fylogene-
ticku klasifikaciu [27].

Zmeny v pomenovani vinnych kvasi-
niek sposobuji v poslednych rokoch v obci
praktickych vindrov isté rozCarovanie.
Zauzivané nazvy znamych a taxonomicky
pribuznych druhov S. bayanus, S. capensis
¢i S. chevalieri su dnes neplatné, pretoze
vSetky st opisané v ramci jediného druhu
S. cerevisiae. Reklasifika¢né zmeny moz-
no ilustrovat i na pripade S. bailii vs. Zy-
gosaccharomyces baillii, Saccharomyces
rosei vs. Torulaspora delbrueckii, ¢i Toru-
lopsis stellata vs. Candida stellata [23].
Diskusia a polemiky okolo nomenklatiry
kvasiniek su navySe Zivené rozdielnymi fi-
lozofickymi pristupmi autorov [28].

Klasické postupy identifikicie su Ca-
sovo i metodicky ndaro¢né. Nové identifi-
kac¢né schémy su zaloZené na vyuzivani vy-
sledkov  15-25 starostlivo vybranych
klucovych testov a na aplikdacii miniaturi-
zovanych komer¢nych diagnostickych ki-
tov [29]. Tieto testy, hodnotiace rast kva-
siniek v pritomnosti niektorych uhlikatych
1 dusikatych latok. poskytuju pri interpre-
tacii ziskanych udajov pocitacom vysledky
do 48 hodin. Systém API 20C sa napriklad
ukizal ako vhodny pre potreby identifika-
cie vinnych kvasiniek [30]. Na strane dru-
hej systémy API 50CH [31] a API ATB
32C [32] sa pre identifikaciu vinnych kva-
siniek ukazali ako nevhodné. Spolahlivost
tychto postupov, opisanych najmi pre po-
treby identifikdcie kvasiniek spdsobuji-
cich mikrobidlne znehodnocovanie potra-
vin, si v pripade vinnych Kkvasiniek
vyzaduje hlbSiu verifikiciu [33].

Pre spolahlivi identifikaciu vinnych
kvasiniek je potrebné vysledky testov
novych systémov doplnit o ,.klasické™ fer-
menta¢né a asimilacné skuasky, ako aj zi-
stenie poziadaviek na vitaminy ¢i sporu-
lacné testy [34]. Zaradenim pocitacového
programu navySe mozno ziskat velmi
vhodny a rychly systém pre identifikdciu
vinnych kvasiniek [9].

Saccharomyces cerevisiae — vegetativne bunky a asky s askospérami (zv. 2250x)

Zaverom niekolko poznamok k druhovej
identifikdcii. Niet pochyb o tom, Ze druh
Saccharomyces cerevisiae je nezastupitelne
a signifikantne projektantom i stavbiarom
hroznového vina [35,36]. ,,Pomocné priace™
nesacharomycétovych druhov vsak istou,
i ked nerovnakou mierou, prispievaji do
jeho konstrukcie. Schopnost diferencovat
druhy vinnych kvasiniek je tak ultimativnou
poziadavkou enologickej moderny. Kon-
venéné identifikacné schémy majui viak po-
mermne nizku ,,druhovi™ rozliSovaciu schop-
nost. Vyvoj molekularnych technologii
zasiahol v poslednych rokoch i tito oblast
[37. 38]. Diferenciaciu kmenov vinnych
kvasiniek umoziiuje napriklad spoznanie
elektroforetickych profilov extracelulirnych

i intracelularnych proteinov alebo enzymov
[39]. Klasifikacia profilujicich proteinov
a mastnych kyselin si v8ak ziada zvySenu la-
boratérno-metodicku  opatrnost, nakolko
zloZenie bielkovin a lipidov Kkvasiniek sa
meni s podmienkami kultivicie a zmenou fy-
ziologického stavu bunky [40].

Identifikdcii a charakterizicii kvasinko-
vého kmena moze poslizit i analyza restrik-
cie DNA [41]. Pouzitie restrik¢nych
endonukledz, ktoré fragmentuji chromozo-
malnu alebo mitochondridlnu DNA na seg-
menty, umoziuje charakterizovat ,.fingerp-
rint” kmena [42]. Elektroforetické profily
chromozomov druhu S. cerevisiae si tak
reprodukovatelnym znakom jeho opisu
[43. 44].

Pichia membranofaciens FK (zv. 2500x)
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