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V minulém roce jsme zahéjili ve spolupraci s pracov-
niky Ceskych vinafskych zévodd ve Starém Plzenci
zkoudky s imobilizovanymi kvasinkami v provoznim mé-
Fitku. Obdobné& jako pfi poloprovoznich zkouSkéch se
pou%il k imobilizaci pfirodni polymer, algindt sodny.
Hlavni pozornost se vénovala zménam tvorby nékterych
vedlejsich metabolitd, absorpce volnych aminokyselin a
morfologického stavu bun&k pii diskontinudlni vyrobg
Sumivych vin.

Prehled vysledkil

Biochemickd aktivita vazanych kvasinek je zévisld na
pouZité metod& imobilizace a na fyziologickém stavu bu-
né&né populace. Z hlediska zachovédni dobrého fyziolo-
gického stavu béhem imobilizace je nejSetrné&jsi metodou
zabudovani bun&k do algindtu vépenatého. Odborné lite-
ratura poskytuje bohaté informace o zpilisobu imobiliza-
ce [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. Zména prostiedi, do kterého jsou
kvasinky imobilizaci pFeneseny, plisobi inhibién& na je-
jich rist a Castetn& ovliviiuje nékteré metabolické po-
chody. Koncentrace vedlejsich metaboliti v 3Sumivych
vinech je zdvisla na sloZeni tirdZni smési, na pouZ tém
kmenu kvasinek a na obsahu volnych aminokyselin. Pie-
vaZna Cast aromat ckych latek se tvofi €innosti kvasinek
pFi biochemickych reakcich aminokyselin a mastnych
kyselin. K aromatickym latkam patii vy33i alkoholy, este-
ry, karbonylové sloufeniny a laktony. Hlavnim mezipro-
duktem pfi tvorb& alkoholii jsou 2-ketokyseliny,
které vznikaji trasaminaci pfisludngch aminokyselin ne-
bo ze sacharidii. Estery se tvoii esterifikaci organ ckych
kyselin uvnit¥ buiiky pfes aktivni acyl-CoA v pritomnos-
ti pfisludného alkoholu. Vé&tSina esteri ve vinech jsou
acetaty, hexanodty, oktanoaty a dekanodty. Pri tvorb&
slougenin obsahujicich siru vstupuji do reakce Met, Cys
a Ser. Z vy3sich mastnych kyselin vznikaji pfi latkové
vym&n& g-oxidaci niZsi mastné kyseliny, estery, laktony,
hydroxykysel ny, methylketony a z nenasycenych Kkyse-
lin n&které nenasycené aldehydy, napf. trans-Z-undece-
nal, trans-2, trans-6-nonadienal a nasycené aldehydy,
napf. oktanal, hexanal [8, 9]. Na zékladé provoznich
zkousek pfi diskontinuélni vyrob& Sumivych vin jsme se
pokusili posoudit tvorbu aromatickych latek volnymi a
vazanymi kvasinkami. Koncentraéni rozdily volnych
aminokyselin v pokusnych a srovndvacich vinech doku-
mentuji nestejny stupeii jej'ch absorpce a biosyntézy.

Vyrazné zmény byly zaznamenény u Gly, Glu, Lys, His,
Phe, Leu, Tyr, Ala a Arg. (tab. 1). Jejich asimilace vy-
jadiend v procentech je vztaZena na vychozi koncentra-
ci v tirdZni smési. PFi velmi nizkém obsahu Val a Ile lze
pfedpokladat jejich zvySenou biosyntézu pfi kvadeni, a
proto i zvySenou tvorbu derivatd pentanolu. Naopak uti-
lizaci Glu, Asp, Lys, His a Gly se podporuje tvorba bio-
masy, kterd je u volnych kvasinek prokazateln& ve&tSi.
Hlavni mechanismus produkce aromatickych sloZek buii-
ky probihd pfes kyselinu S$ikimovou, kterd vznikd pfi
syntéze Tyr, Phe a Try. Celkové mnoZstvi volnych ami-
nokyselin v pokusnych vinech bylo primé&rné o 9%
vy3ssi [10].

Tvorba vy33ich alkoholi a vicindlnich diketonli dzce
souvisf s biosyntézou Val, Leu a Ile. Obsah vy33ich al-
koholdl pfi sekundarni fermentaci se vidy zvySoval. Vy§-
razn&jsi asimilace Leu vazanymi kvasinkami se projevila
ni#3f tvorbou 3-methylbutanolu, zatimco volné kvasinky
produkovaly tohoto alkoholu vice. Celkové mnoZstvi vyS-
sich alkoholl se zvy3ilo v hotovych srovnavacich vinech
prim&rn& o 20 %, v pokusnych vinech pouze o 7%
[11]. Soudasnd zvySena asimilace Leu ovlivnila také tvor-

Tabulka 1. Absorpce nékterijch volngch aminokyselin vol-
ngmi a vdzanymi kvasinkami

Kvasinky (% primérné hodnoty)
Aminokyseliny SRR
volné vazané

Glu 64,8 39,2
Lys 58,3 39,4
His 80,5 57,8
Arg 1,2 18,5
Gly 83,3 48,7
Ala 27,7 6,9
Leu 30,4 61,2
Phe 42,0 2.7
Tyr 34,2 40,7

bu diacetylu. V pokusnych vinech nebyl zaznamenén je-
ho pfiristek. Pokles celkového mnoZstvi karbonylovych
sloudenin byl zpiisoben sniZenim koncentrace ethanalu.
U pokusnych vin dosdhlo uvedené sniZeni 44 %, u srov-
nédvacich vin 11 % (tab. 2).

Estery jsou jednou z nejpocetné&jSich skupin t&€kavych
latek. Jejich vliv na senzorické vlastnosti Sumivy§ch vin
je podstatn§, protoZe maji vyrazny aditivni G&inek [12].
Na chut vina plisobi pfiznivé ethylestery kyseliny hexa-
nové, oktanové, dekanovd a 2-fenyloctové. Zv§Seni ob-
sahu esterit b&hem fermentace se pohybovalo u pokus-
nych a srovnéavacich vzorkfi mezi 25 aZ 30 %. Aréma 3u-
mivych vin lze hodnotit podle poméru vy33ich alkohold
k esteriim. Optimdlni rozsah tohoto poméru je 4,6 + 1 aZ
3,8 + 1. Pfi vy33ich hodnotdch tohoto pomé&ru jsou vina
méné aromaticka (tab. 3).

NiZ$i mastné kyseliny se tvofi pfevaZn& pii kvaSeni
mostl a jejich koncentrace ma obvykle pfi vyrobé& Sumi-
vych vin stoupajici tendenci [13]. Analyzovand vina ob-
sahovala méalo kyseliny octové. U volnych kvasinek se
mirn& zvy§sil obsah kyseliny isomdselné. isovalerové a
dekanové, u vazanych kvasinek obsah kyseliny oktanové
a fenyloctové. Celkovy pfiristek mastnych kyselin byl
u pokusngch vin 10 %, u srovnavacich vin 20 % (tab. 3).

Zjisténé koncentratni zmeény t€kavych latek v pokus-
nych vinech mé&ly pozitivni vliv na jejich kvalitu. PFi
degustacnich zkouskéach oznaéili €lenové komise vina

Tabulka 2. Vy35i alkoholy a karbonylové ldtky

mg.1-1?

Oznateni slougenin Tirazni |Srovnavaci| Pokusné

smés vino vino
Propanol stopy 0,19 0,17
2-Methylpropanol 41 9,3 7,8
Butanol 0,11 0,18 0,19
2- a 3-Methylbutanol 78,4 98,3 86,7
2-Fenylethanol 17,3 12,2 12,4
Celkové mnozstvi vy33ich
alkohold 99,9 120,2 107,3
Ethanal 19,2 17,1 10,7
2-Methylpropanal 0,12 0,54 0,18
3-Methylbutanal 0,52 0,53 0,50
2-Hexanal 0,13 0,08 0,09
Heptanal 0,08 0,06 0,24
Diacetyl 0,49 0,82 0,41
2-Butanon . 0,08 0,06 0,07
2,3-Pentandion 0,12 0,18 0,11
Acetoin 2,6 1,6 1,9
celkové mnoZstvi karbonylo- .
vych latek 23,3 20,8 14,2
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Tabulka 3. Estery a mastné kyseliny

mg . 1-=1
Oznaceni slouZenin Tird%ni armnavau Pokusné
| smés vino vino

Ethylformiét 0,16 | 0,13 | 0,04
Ethylacetat | 8,5 | 12,8 10,4
Ethylpropionat ‘ 0,09 | 0,07 0,38
2-Methylpropylacetéat 0,28 0,19 0,03
3-Methylbutylacetat 0,62 0,71 | 0,23
Ethylhexanoat i 0,38 0,48 0,37
Ethyllaktat 0,41 0,23 0,85
Hexylacetat | 0,11 0,29 0,09
Ethyloktanodt | o008 0,04 0.37
Ethyldekanoat 0,09 0,02 | 0,34
2-Fenylethy'acetat 0,42 0,14 | 0,38
Ethyldodekanoat 0,53 016 | D049
Ethyltetradekanoét 0,04 0,17 0,63
Celkové mnozstvi esterii 11,7 | 15,2 14,6
Pomér vyssich alkoholil ‘ [
k esteriim |- 8.54+1 1‘ e+l | 73541

{
Octovéd kyselina 2,0 2,4 | 1,5
Propionova kyselina 0,43 0,33 0,12
Isoméselna kyselina 1,0 1,2 | 0,74
Méaselnd kyselina 0,19 0,29 | 0,19
Isovalerova kyselina 1,8 2,8 | 1,3
Valerova kyselina 0,47 0,16 0,31
Hexanova kyselina 0,72 0,29 0,52
Oktanové kyselina 0,80 1,6 2,9
Dekanovéd kyselina | 0,31 | 0,42 0,34
Fenyloctova kyselina 0,70 0,63 1,2
Dodekanova kyselina 0,00 ‘ 0,00 | 0,09
Celkové mnozstvi mastnych | |
kyselin 1 8,4 10,1 | 9,2

|

vyrobend vdzanymi kvasinkami jako vina s harmonickou
chuti bez vedlejSich pfichuti, s jemnou, pFijemnou a &is-
tou vini.

Dosavadni vysledky ukézaly, Ze aktivita hlavnich me-
tabolickgch procesii zilistala po imobilizaci na stejné
urovni a podle kvasnych kfivek pfi riizném objemovém
mnoZstvi biokatalyzdtoru dosahla specifickd rychlost
Gibytku limitujictho substratu aZ trojndsobné& vé&t3ich
hodnot neZ za stejnych podminek volné kvasinky. PFi
dlouhodobém vyuZiti biokatalyzatoru klesa postupné ak-
tivita intracelularnich enzymi vlivem zmén povrchovych
struktur védzanych buné&k, které wvznikaji bud trvalym
kontaktem s nosiem, nebo nedostateénym pfisunem
diileZitych Zivnych latek. Na zédkladé podkladii ziska-
nych rastrovaci a transmisni elektronovou mikroskopii
vznikaji nejvétsi morfologické zmény v prvnich tfech
kvasnych cyklech po imobilizaci. Na obarvenych fezech
sledovanych svételnym mikroskopem byly kvasinky iid-
ce a celkem pravideln€ rozmistény po celé plo3e fezu.
Jednotlivé bufiky mély bud témé&F homogenni protoplast
nebo riizny stupeil vakuolizace. Vzhled nékterych bun#k
pfipominal buiiky odumfelé. Pomér mezi t&mito typy

bunék nebyl jednotny. Pfi hodnoceni submikroskopické

struktury meély bunky homogenni protoplast, silnou bu-
nécnou sténu s odloutenymi mikrofibrilami na vné&j3im
povrchu. Ribosomy byly maélo zietelné, obvod protoplas-
my byl s’ln& zvinény¢ s hojnymi cisternami endoplasma-
tického retikula. Vakuolizované buiiky meély znadnou
strukturdlni variabilitu, n&které z nich se hodnotily ja-
ko autolyzované (obr. 1, 2). Tuto skute¢nost lze vysvét-
lit jako reakci bun&k na imobilizaci, kdy nedo3lo je3t&
k plné adaptaci.

PFi porovnani fezli tohoto vzorku védzanych kvasinek
se vzorkem odebranym po desetim&siénim provozu své-
telnym mikroskopem byly viditelné mikrokolonie jed-
notlivfch bunék ve spoleéném obalu, ponékud odli3n&
obarveném. Buiiky mély homogenni obsah, nékteré pu-
cely a priblizné 10 % bunék bylo vakuolizovanych. Sub-
mikroskopicka struktura bunék s homogennim protoplas-
tem byla dosti podobna struktufe bun&ék ze suspenzni
kultury. Podobnost byla zejména v dobré rozliSiteinosti
ribosomil, jeZ indikuji intenzitu proteosyntézy. Obvod
protoplastu byl pravideln& zviné&ny, provazeny cetn{ymi
vesikuly a cisternami endoplasmatického retikula. Chy-
bé&ly v3ak charakteristické velké vakuoly. Bun&&na sté-
na byla tlustd. Tyto buifiky hodnocené na submikrosko-
pické drovni byly jiZ dobi'e adaptovdny na nové prostie-
di a mohly by se pouZit i pro dal3i kvaSeni (obr. 3).

Obr. 1. Vdzané kvasinky po 3. kvasném cyklu ([zvétdent
3 x 18800)

e

Obr. 2. Vdzané kuasmky po 3. kvasném cyklu, auralyzo-
vand buitka [zvétSeni 4 X 14 300)



234

KVASNY PROMYSL
ro¢. 32/1986 — ¢&islo 10

Obr. 3.

Vdzané
(zvétSeni 4 X 18 800)

kvasinky po desetimésiénim provozu

V3echny informace ziskané transmisni elektronovou
mikroskopii byly porovnény s ndlezem kvasinek, jeZ se
odebraly ze suspenzni kultury. Tyto bufiky mély relativ-
né tenkou bunécnou sténu bez struktury. V plazm@ byly
napadné vakuoly s jemn& granulovanym obsahem,
popiip. lipidnimi kriip&jemi. Né&které drobné vakuoly
byly bez strukturového obsahu. Cytoplasma méla dobfe
diferencované ribosomy. Mitochondrie nemély zfetelné
kristy a_jejich vn&jsi membrany, stejné jako membrény
endoplasmatického retikula, byly elektrontrasparentni.
Plasmalema nebyla zcela zfetelnd a obvod protoplastu
byl jen nepatrné zvinény. V3echny buiky mély zhruba
stejnou strukturu (obr. 4, 5).

S prihlédnutim k podminkdm sekundarni fermentace
(vysoky. pretlak CO,, nizkd hladina dusikatych latek,
cukru a nizky obsah rozpusténého kysliku] je specifické
rychlost riistu bunék velmi mald. V anaerobnim prostie-
di se rozpuitény kyslik uplatiiuje jako stimuladtor bio-
syntézy sterold, nenasycenych mastnych kyselin a riis-
tovych faktorii, které maji pfimy vztah k ristu bunék.
Lze proto predpokldadat uvniti peletek trvaly nedostatek
kysliku a velmi nizké pomnoZeni kvasinek. Podle mikro-
skopického sledovdni fezli peletek se po imobilizaci
s pribyvajicim poftem opakovanych kvasnych cykli
zhudfovaly kvasinky v periferni zén#, zatimco ve vnitini
z6né zistalo rozptylenf bun®k témé&F steiné [(obr. 6).
V gramu vakuové osuSenych peletek se jejich podet zvy§-
§il po CtyFmési¢énim provozu (18 kvasnych cykli) tisic-
krat. Uvedeny rist nemé&l viditelny vliv na rozrudent
tvaru peletek. V provoznich podminkédch staciondrniho
kvaSeni se udrZela kvasnd aktivita biokatalyzatoru
11 meésici. Po této dobé se rychlost kva3enf vyrazné
zhorsila. i.kdyZ senzorické vlastnosti hotového vina zii-
staly nezméné&né. V soufasné dob& se zahéjily provozni
zkqudky s imobilizovanymi kvasinkami v kontinudlnim
systému,

Obr. 4. Vinné kvasinky ze suspenzni kultury [zvdtSeni
4 X 14 300)

Qbr. 5. Vinné- kvasinky bezprostfedné Po imobilizaci
(zvét3eni 3 X 14 300)
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Obr. 6. Vdzané kvasinky, rez peletkou [zvétSeni 185krdt 4

Pozn.: Mikrofotografie kvasinek zhotovil dr. T. KALINA, CSc., Ka-
tedra botaniky niZSich rostlin UK
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M.: VyuZiti imobilizovanych kvasinek k vfrob& Sumivé-
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PFi provoznich zkou3kach se sledovalo zastoupeni né-
kterych t€kavych latek a volnych aminokyselin v 3umi-
vych vinech, vyrobenych diskontinudlnim zpilisobem
s vdzanymi a volnymi kvasinkami. SniZen& absorpce vol-
nych aminokyselin vdzanymi kvasinkami a jejich omeze-
ny riist se projevil koncentraénimi zménami tékavych
latek. Pokusnd vina obsahovala méné vy3dich alkoholi,
esteridl, mastnych kyselin a karbonylov§ch slouc¢enin, na-
opak mnoZstvi volnych aminokyselin bylo primérné
o 9% vyssi. Tyto zmény mély kladny vliv na chufové
vlastnosti hotovych pokusnych vin. Pf¥i hodnoceni mor-
fologického stavu vazanych bun&k na submikroskopické
arovni byly zaznamenany nejvéts{ zmény v prvnich kvas-
nych cyklech po imob‘lizaci. Po desetim@siénim provozu
mély vazané buiiky submikroskopickou strukturu podob-
nou buiikdm ze suspenzni kultury. Podobnost byla zejmé-
na v dobré rozliSitelnosti ribosomii. V provoznich pod-
minkach stacionarniho kvaSeni se udrZela kvasné akti-
vita biokatalyzdtoru 11 mésicil.

NMapnonosa, B., Moxeauukosa, M., LWenosa, I'., Kasep. M.:
HcnoassoBanne MMMOGHIH3HPOBAHHBIX PO HKeil npH npo-
H3BOJACTBe WrpHcTOoro BHHa. Ksac. mpym. 32, 1986, Ne 10,
cTp. 232—235.

an TNPOH3BOJACTBEHHbIX HCMBITAHHAX  HCCA€10BaJ0Ch

npeiacTaBjieHHe HEKOTOPBIX JeTYYHX BellecTB M CBOGOIHBIX
AMHHOKHC/IOT B MTPHCTBIX BHHAX, NPOH3BeJEeHHBIX NPEpLIB-
HbIM NyTeM C CBA3aHHBIMH H cBOGOJHBIMH JApoxxKamy. Ilo-
HHAKeHHas abcopbuusi cBOGOIAHBIX AMHHOKHCJIOT CBS3aHHbI-
MH H HX OrpaHHYEHHBIl POCT NPOSIBHAHCHL B H3MEHEHHSX
KOHUEHTPALHH JIETYYHX BellecTB. JKcNepHMeHTa bHbie BH-
Ha COJAEpKalH MeHee BLICIIHX aJKOTOJed, CAOKHBIX 3¢H-
POB, KHPHBIX KHCJOT H KapGOHWJIBHLIX cOoepHHeHwmii, Ha060-
POT KOJAHYECTBO CBOGOAHLIX aMHHOKHCJIOT ObLIO B CpeaHeM
Ha 9% Bbime. DTH H3MEHEHHs OKA3aJH MOJOKHTEJBHOE
BJHAAHHE HA BKYCOBbLle CBOMCTBA 3IKCNEPHMEHTAJbHBIX BHH.
[Tpn onenke MOpP(OJOrHUECKOrO COCTOSHHS CBS3aHHBIX
ApOXKKel Ha CyGMHKPOCKOINHYECKOM YPOBHE OLIIH OTMeue-
Hbl HanGojee 3HAUHTEJbHble H3MEHEHHS B TEPBHIX ILHKJIAX
Gpoxkenns nocae mmmoGHaAH3aumu. ITocae aecsTHMecsUHOI
SKCIIYyaTalHH CBA3AHHBIE KJETKH OTJIHYAJHCh CYGMHKPO-
CKOTHYECKOH CTPYKTYPOil NOAOGHON KJeTKam H3 CYCNeHIH-
poBanHOi KyabTypul. CxomctBo Habaioaanocs mpexje
BCEro B XOpoluedl paspeuraeMocT pu6osomos. B npoussox-
CTBEHHLIX YCJIOBHSIX CTAUHOHAPHOTO GPOMKEHHs COXPAaHHIACh
Gpoan/ibHas aKTHBHOCTb GHOKaTaansatopa 11 mecsues.

Pardonova, B. - Polednikovd, M. - Sedova, H. - Kahler,
M.: Utilization of Immobilized Yeasts for Production of
Sparkling Wine. Kvas. priim. 32, 1986, No. 10, pp. 232—
235.

The quantity of some volatile compounds and free
amino acids in sparkling wines produced in the batch
procedure using free and immobilized yeast cells were
tested in production-scale experiments. The lowered ab-
sorption of free amino acids by immobilized yeast po-
pulation as well as their limited growth resulted in
concentration changes of volatile compounds. The wines
contained less higher alcohols, esters, fatty acids and
carbonyl compounds but the quantity of free amino
acids was about by 9% higher. These changes had a
positive effect on taste properties of the final experi-
mental wines. The morphology of immobilized cells was
changed during several first fermentation cycles after
the immobilisation. After 10 months procedure - the
morphological structure of the cells was similar to that
found by cells from the suspension culture. The simila-
rity also was in a good distinction of ribosomes. The
fermentation activity of the biocatalyst remained
11 months in the production conditions of the stationary
fermentation.

Pardonové, B. - Polednikové, M. - Sedové4, H. - Kahler, M.:
Applikation immobil‘sierter Hefen zur Schanmweiner-
zeugung. Kvas. priim. 32, 1986, Nr. 10, S. 232—235.

Es wurde in Betriebsversuchen die Vertretung einiger
flichtigen Substanzen und freien Aminosduren in
Schaumweinen verfolgt, die im diskontinuierl chen Ver-
fahren mit immobil'sierten und freien Hefen erzeugt
wurden. Die verringerte Absorption der freien Amino-
sduren durch immobil'sierte Hefen und ihr begrenztes
Wachstum kam in den Konzentrationsinderungen der
fliichtigen Substanzen zum Vorschein. Die Versuchswei-
ne enthielten weniger hihere Alkohole, Ester, Fettsiduren
und Karbonylverbindungen; der Gehalt an freien Amino-
sduren lag dagegen im Durchschnitt um 9 % hoher. Die-
se Anderungen hatten einen positiven E'nfluB auf die
Geschmackseigenschaften der fertigen Versuchsweine.

Bei der Auswertung des morphologischen Zustandes
der gebundenen Zellen auf submikreskopischem Niveau
wurden die grossten Anderungen in den ersten Fermen-
tationszyklen nach der Immobilisierung festgestellt.
Nach 10 Monaten Betrieb wiesen d'e gebundenen Zellen
eine submikroskopische Struktur auf, die den Zellen aus
der Suspensionskultur #hnlich war. Die Ahnlichkeit
bestand vor allem in der guten Unterscheidbarkeit der
Ribosome. In den Betriebsbedingungen der stationdren
Gdrung blieb d'e Géraktivitdt des Biokatalysators 11 Mo-
nate erhalten,




